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RESUMO

CARRARO, Claudia Batista. ESTUDOSIN SILICOE FUNCIONAL COM O
TRANSPORTADOR DE ACUCAR  Tr69957 DE Trichoderma  reesei:
FOSFORILACAO COMO POSSIVEL MECANISMO DE REGULACAO POS-
TRADUCIONAL. 2023. 81f. Tese de Doutorado — Faculdade de Medicina de Ribeirdo
Preto, Universidade de Séao Paulo, Ribeirdo Preto, 2023.

O fungo filamentoso Trichoderma reesei € um produtor altamente eficiente de
enzimas lignoceluloliticas, sendo uma espécie de grande interesse biotecnoldgico. Para
a manutencdo de sua eficiéncia na degradacdo da biomassa, ele deve possuir
mecanismos minuciosos para que perceba quais os tipos de fontes de carbono
presentes no meio, a fim de ativar ou reprimir seu sistema celulolitico. Transportadores
da familia MFS desempenham importante papel neste tipo de controle, sendo que o
Tr69957 foi caracterizado como tendo afinidades variaveis por diferentes acucares, além
de apresentar varios sitios de fosforilagcdo. Analises computacionais de docking
molecular e a expressao heterdloga do transportador Tr69957 em Saccharomyces
cerevisiae permitiram a verificacdo da importancia dos sitios de fosforilagdo no sensing
do carbono, uma vez que tanto a fosforilacido in silico como a construgao de mutantes
com mimetizagao da auséncia da fosforilagdo promoveram alteracdes na capacidade
de interacao entre o transportador Tr69957 e os carboidratos celobiose, frutose, lactose,
xilose, trealose, manose e maltose, indicando diferentes afinidades pelos acucares
derivados da biomassa lignocelulésica, sendo o transportador de interesse mais apto a
interagir com e a transportar de forma energeticamente favoravel os di- ao invés de
monossacarideos. Além disso, os sitios de fosforilagdo encontrados nos dominios
citosdlicos da proteina, especialmente na extremidade N-terminal, foram verificados
como sendo possivelmente importantes para a sinalizagao intracelular, o que sugere
que a interacdo entre o transportador Tr69957 e os agucares do meio externo pode
modular alostericamente o funcionamento da proteina, permitindo seu papel como um
possivel transceptor, influenciando na capacidade de o fungo produzir as enzimas para
a degradacdo da biomassa lignocelulésica. Esses resultados permitem melhor
entendimento de como as modificagdes pos-traducionais podem afetar o sensing de
nutrientes extracelulares e, por consequéncia, a produgcdo de enzimas celuloliticas,
abrindo caminhos para a engenharia de proteinas que possam otimizar a produgao de

bioetanol de segunda geragao.

Palavras-chave: Trichoderma reesei. Fosforilagao. Docking. Expressao heteréloga.

Celulases.



ABSTRACT

CARRARO, Claudia Batista. IN SILICO AND FUNCTIONAL STUDIES OF THE SUGAR
TRANSPORTER Tr69957 FROM Trichoderma reesei: PHOSPHORYLATION AS A
POTENTIAL MECHANISM OF POST-TRANSLATIONAL REGULATION. 2023. 81p.
Doctoral Thesis - Faculty of Medicine of Ribeirdo Preto, University of Sdo Paulo, Ribeirdo
Preto, 2023.

The filamentous fungus Trichoderma reesei is a highly efficient producer of
lignocellulolytic enzymes, making it a species of great biotechnological interest. In order
to maintain its efficiency in biomass degradation, it must possess intricate mechanisms
to perceive the types of carbon sources present in the environment, in order to activate
or repress its cellulolytic system. Transporters of the MFS family play an important role
in this type of control, with Tr69957 being characterized as having variable affinities for
different sugars, as well as multiple phosphorylation sites. Computational molecular
docking analyses and heterologous expression of the transporter Tr69957 in
Saccharomyces cerevisiae allowed for the verification of the importance of
phosphorylation sites in carbon sensing. Both in silico phosphorylation and the
construction of mutants mimicking the absence of phosphorylation brought about
changes in the interaction capacity between the Tr69957 transporter and the
carbohydrates cellobiose, fructose, lactose, xylose, trehalose, mannose, and maltose.
This indicated different affinities for sugars derived from lignocellulosic biomass, with the
transporter being more apt to interact with and energetically favor the transport of
disaccharides rather than monosaccharides. Additionally, the phosphorylation sites
found in the cytosolic domains of the protein, especially in the N-terminal end, were
deemed possibly important for intracellular signaling. This suggests that the interaction
between the Tr69957 transporter and external sugars may allosterically modulate the
protein's functioning, allowing it to serve as a potential transceptor, influencing the
fungus's ability to produce enzymes for lignocellulosic biomass degradation. These
results provide a better understanding of how post-translational modifications can affect
the sensing of extracellular nutrients and, consequently, the production of cellulolytic
enzymes, paving the way for protein engineering that can optimize second-generation

bioethanol production.

Keywords: Trichoderma reesei. Phosphorylation. Docking. Heterologous expression.

Cellulases.
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1. INTRODUCAO

a. A producao de bioetanol no cenario brasileiro

As mudancas climaticas, especialmente causadas pelo aquecimento global,
requerem uma reposta coordenada e compreensiva pelas autoridades diplomaticas do
mundo todo. O reconhecimento da urgéncia na abordagem das mudancas climaticas
resultou em tratados de cooperacéo internacional, como o Acordo de Paris, cujo objetivo
¢ limitar o aumento da temperatura do planeta em até 2°C. O Brasil, ao assinar o Acordo,
comprometeu-se a reduzir a emissdo de gases do efeito estufa em 37% até 2025,
chegando a 43% de redugcdo em 2030. As energias renovaveis desempenham papel
central na conquista destas metas, sendo o investimento em seu estudo crucial para o
desenvolvimento de tecnologias que permitem a maximizac&do do potencial da energia
renovavel, com otimizagao de seu custo. Esse tipo de investimento é essencial para a
amenizacao e até atraso dos efeitos do aquecimento global, promovendo a transi¢cao
para um futuro sustentavel economicamente viavel (MIRANDA, 2018; SOUZA;
CORAZZA, 2017; ZANGEROLAME TAROCO; SABBA COLARES, 2019).

Tendo em vista que a queima de combustiveis fésseis para producao de energia
oferece uma contribuicdo muito significativa para a emissdo de gases do efeito estufa
e, por consequéncia, para o aquecimento global, as energias renovaveis podem
proporcionar uma alternativa que possibilita menor liberagdo de carbono, permitindo a
reducdo do impacto das mudangas climaticas. Energias renovaveis derivadas de
biomassa, ou seja, obtidas de materiais orgénicos, sdo consideradas uma importante
alternativa aos combustiveis fésseis, por possibilitar a liberagdo de didxido de carbono
(CO2) que continua a participar do ciclo natural do carbono. Desta forma, a nova
biomassa cultivada é capaz de capturar a quantidade equivalente de CO2 emitido pela
biomassa anteriormente utilizada, criando um ciclo de carbono fechado, o qual nao
contribui para o aumento dos niveis deste gas na atmosfera. Além disso, outra vantagem
das energias renovaveis derivadas de biomassa € a possibilidade de utilizar residuos
organicos da agricultura, evitando seu desperdicio e o0 aumento da poluigdo de modo
geral, promovendo o desenvolvimento de abordagens de economia circular (CANDIDO
JUNIOR, 2022; PACHECO, 2011; SOUZA; CORAZZA, 2017).

E importante salientar que a sustentabilidade da energia renovavel derivada de
biomassa depende das praticas do cultivo do material organico, visando a minimizagéo

do impacto ambiental e desflorestamento, além da garantia de beneficios econémicos
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para as comunidades locais. Nesse sentido, embora ainda enfrentando grandes
gargalos ambientais, o Brasil se apresenta como um dos mais importantes produtores
de bioetanol de primeira e segunda geragao, um tipo de energia renovavel derivada da
cana-de-actcar (CANDIDO JUNIOR, 2022; PACHECO, 2011).

O Brasil comecou a investir na producao de bioetanol na década de 70, como
resposta a crise de petroleo instalada na época. Desde entdo, aproveitando as
condigbes climaticas e agricultura favoraveis, juntamente com o desenvolvimento de
infraestrutura e suporte governamental, o pais se tornou o maior produtor de cana-de-
agucar do mundo, alcangando mais de 650 milhdes de toneladas do vegetal produzidas
entre os anos de 2020 e 2021, resultando na producdo de cerca de 40 milhdes de
toneladas de agucar e 29 bilhdes de litros de bioetanol. Assim, o Brasil ocupa também
a posicao de segundo maior produtor mundial de bioetanol, ficando atras apenas dos
EUA. Entretanto, o bioetanol produzido nos EUA provém do milho, sendo, portanto, o
Brasil o maior produtor mundial de bioetanol derivado da cana-de-acucar (MILANEZ;
FAVERET FILHO; ROSA, 2008; NACHILUK, 2021; SANTOS, 2021; SCHUTTE;
BARROS, 2010; VIDAL, 2021, 2022).

O bioetanol de primeira geragao derivado de cana-de-agucar € produzido a partir
da fermentagdo dos carboidratos presentes em vastas quantidades no vegetal. Para
tanto, a cana-de-agucar pura é lavada e triturada, originando um liquido chamado
melado (~70%) uma porgéao sélida, denominada bagago (~30%). O melado é clarificado
e fermentado por leveduras, especialmente Saccharomyces cerevisiae, a qual utiliza a
glicose existente no melado para produgao de etanol e gas carbdnico, sendo a mistura
resultante destilada, dando origem ao alcool hidratado, ou ainda pode ser desidratado,
originando o etanol anidro. Esse tipo de produgao, embora apresente a habilidade de
reduzir a emissao de gases efeito estufa e a potencial de aprimorar a seguranga
energética, apresenta preocupacgdes relacionadas a competicdo com a cadeia produtiva
de alimentos e aos impactos ambientais, considerando a sustentabilidade
(CAMARGOS, 2019; VIDAL, 2021).

Por outro lado, o bioetanol de segunda-geragao, também chamado de bioetanol
celulésico, ao invés de plantagdes primarias, utiliza-se de residuos organicos para ser
produzido, como o proprio bagacgo de cana-de-agucar. Seu processo de produgao é mais
complexo e envolve processos mais avangados, se iniciando com a preparagao ou pré-
tratamento da biomassa lignoceluldsica, para a quebra de sua estrutura complexa no
intuito de melhorar a acessibilidade da celulose e hemicelulose para a hidrélise

enzimatica. A hidrdlise enzimatica lisa esses componentes para formar agucares mais
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simples, como a glicose e a xilose, os quais serdo fermentados até etanol, que sera
destilado e purificado de maneira semelhante ao bietanol de primeira-geracao. Assim, o
bioetanol de segunda-geracao possui vantagens de ndo haver competicdo com a cadeia
de produgao de alimentos, além de reduzir o impacto ambiental. Porém, apesar de ter
a capacidade de alcancar alto rendimento e eficiéncia energética, o custo da producao
do bioetanol de segunda-geracao ainda é muito alto devido a complexidade de seu
processo (CANDIDO JUNIOR, 2022; PACHECO, 2011; SOARES; PATROCINIO; SILVA,
2017). Por isso, varias pesquisas vém sendo desenvolvidas para solucionar esses
desafios, a fim de melhorar as tecnologias de conversao e aprimorar a sustentabilidade

deste tipo de producgao.
b. Trichoderma reesei e a degradacao da biomassa lignocelulésica

Fungos filamentosos pertencentes ao género Trichoderma sao ubiquos e
cosmopolitas (GUPTA, 2014; SCHUSTER; SCHMOLL, 2010). A eficiéncia na utilizagcao
de substratos disponiveis no meio garante o sucesso na colonizagao de multiplos tipos
de habitat por eles, especialmente de materiais lignoceluldsicos e rizosferas vegetais
(GUPTA et al.,, 2016a; HARMAN et al., 2012; SCHUSTER; SCHMOLL, 2010). A
sobrevivéncia em diversos ambientes é proporcionada pela habilidade que as espécies
desse género possuem de rapidamente traduzir os sinais ambientais externos em
respostas adaptativas certeiras, que envolvem a regulagéo do crescimento e morfologia,
de esporulagao, de producdo de metabdlitos secundarios e de secrecdo de enzimas
responsaveis por diversas agdes, como a degradagdo do material lignocelulésico
diretamente (GUPTA et al.,, 2016b; SCHMOLL et al., 2016; SHIDA; FURUKAWA;
OGASAWARA, 2016). Atualmente existe mais de 100 espécies de Trichoderma
filogeneticamente caracterizadas, dentre as quais muitas sdo usadas nas industrias
téxtil, de papel e alimenticia, além da utilizagdo no biocontrole na agricultura e na
produgao de biocombustiveis (BISCHOF; RAMONI; SEIBOTH, 2016; HARMAN et al.,
2012; KLEIN-MARCUSCHAMER et al., 2012; LI et al.,, 2016; SHIDA; FURUKAWA,;
OGASAWARA, 2016).

Uma das espécies com imensa importancia biotecnolégica no que se refere a
degradacéao de lignocelulose é Trichoderma reesei, representante da fase assexuada
de Hypocrea jecorina e produtor altamente eficiente de enzimas xilanoliticas e
celuloliticas (BISCHOF; RAMONI; SEIBOTH, 2016; GUPTA et al., 2016b; HUANG et al.,
2014; KLEIN-MARCUSCHAMER et al., 2012). A biomassa lignoceluldsica é composta
por lignina e holocelulose, a qual é dividida em hemicelulose e celulose. O sistema

celulolitico de Trichoderma reesei € um dos mais eficientes e mais bem estudados para
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a quebra da celulose. Ele € composto por duas celobiohidrolases ou exoglicanases,
responsaveis pela quebra da cadeia polissacaridica em suas extremidades redutoras e
nao-redutoras (CEL7a e CEL6Ga, respectivamente), removendo residuos de celobiose
da cadeia de celulose; cinco endoglicanases (CEL7B, CEL5A, CEL12A, CELG61,
CEL45A) e trés endoglicanases preditas (CEL74A, CEL61B, CEL5b), incumbidas da
hidrélise da celulose em suas regides amorfas; e duas B-glicosidases (CEL1A e CEL3A)
que, em conjunto com com cinco (-glicosidases preditas (CEL1B, CEL3B, CEL3C,
CEL3D, CEL3E), fazem a hidrolise dos oligossacarideos em monossacarideos
fermentaveis, prevenindo o acumulo de celobiose (ADAV; SZE, 2014; GUPTA et al.,
2016b; HERPOEL-GIMBERT et al., 2008; OUYANG et al., 2006). Essas enzimas agem
sinergicamente entre si, juntamente com o auxilio de proteinas acessoérias, sendo a
solenina (SWO1) e expansinas endoglicanase-like (EEL1, EEL2 e EEL3) facilitadoras
do acesso das celulases a cadeia polissacaridica, e as lipopolissacarideo mono-
oxigenases (LPMOs) responsaveis pela quebra oxidativa da celulose (BERLIN, 2013;
BISCHOF; RAMONI; SEIBOTH, 2016; GUPTA et al., 2016b; HERPOEL-GIMBERT et
al., 2008; HORTA et al., 2018). Além disso, para melhorar o acesso das celulases com
a celulose, T. reesei utiliza de diversas enzimas hemiceluloliticas, como endoxilanases,
B-xilosidases,  manosidases, mananases, endoarabinases, galactosidases,
acetiltransferases, xiloglicanases, glicuronidases, arabinofuronidases e feruloil-
esterases, para a degradagdo da hemicelulose (BERLIN, 2013; HORTA et al., 2018;
PAYNE et al., 2015; SEGATO et al., 2014).

O sistema celulolitico de T. reesei, apesar de muito competente, possui uma
quantidade consideravelmente pequena de holocelulases (Figura 1) (ADAV; SZE, 2014,
BERLIN, 2013; GUPTA et al., 2016b; SCHMOLL, 2008). Essa alta eficiéncia pode ser
traduzida por uma regulagdo bastante fina dos diversos processos envolvendo essas
enzimas na degradacdo da biomassa lignocelulésica. Dentre os diversos niveis de
controle do sistema celulolitico, a fonte de carbono em que o0 organismo se encontra
tem papel fundamental na regulagdo da secreg¢ao dessas enzimas. Existem fontes de
carbono classificadas como repressoras das celulases, como a glicose e a frutose, as
quais, por serem rapida e facilmente metabolizaveis, sdo mais energeticamente
favoraveis ao microrganismo, inibindo a produgao das enzimas celuloliticas que seriam
utilizadas para a degradagdo de materiais mais complexos (CASTRO et al., 2014;
CHAMBERGO et al., 2002; DOS SANTOS CASTRO et al., 2014). Ja as fontes de
carbono consideradas como indutoras de celulases sdo a soforose, lactose e celulose,
cujas presengas ativam a maquinaria de degradacdo da biomassa lignoceluldsica
(CASTRO et al., 2014; DOS SANTOS CASTRO et al., 2014; SILVA, 2008). Quando o
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microrganismo entra em contato com a celulose do meio, ele libera celobiohidrolases
para a degradacao do polimero de celulose em celooligossacarideos, os quais podem
ser decompostos até a glicose diretamente metabolizavel, ou transglicosilados,
formando soforose. A soforose induz a produgdo de mais celulases, para que a
biomassa continue a ser degradada até seu término. Esse fendmeno pode ser explicado
pela produgcdo de um sinal intracelular pela celulose da biomassa, resultando na
ativacao de genes responsaveis pela producédo de enzimas celuloliticas, otimizando a
producdo das celulases para a utilizacdo de fontes de carbono complexas (SUTO;
TOMITA, 2001; ZHOU et al., 2012).
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Figura 1. Desenho esquematico das holocelulases de Trichoderma reesei. (A) Modelo
estrutural da biomassa lignoceluldsica, a qual é composta por lignina, hemicelulose e celulose;
(B) As hemicelulases e seus respectivos alvos; (C) Celulases de T. reesei e seus mecanismos
de acao geral. Adaptado de: (DE PAULA et al., 2018a).

Além disso, fatores de transcrigéo, ou seja, proteinas que controlam a expressao
de genes especificos, possuem papeis importantes na regulagéo do sistema celulolitico.
Anivel transcricional, as celulases séo reguladas positivamente por XYR1, ACE2, ACE3,
LAE1, VEL1, BgIR, CRz1, AZF1, RXE1, CLP1, ARE1, VIB1, CLR1 e HAP2/3/5
(ANTONIETO et al.,, 2019; BEIER et al.,, 2020; IVANOVA et al.,, 2017; MARTINS-
SANTANA et al., 2020; QIAN et al., 2019; WANG et al., 2019a, 2019b); e negativamente
por ACE1, RCE1, CTF1, Trpac1, XPP1 and CRE1 (DERNTL et al., 2017; HE et al., 2014;
MENG et al., 2020). XYR1 ¢é o principal fator de transcricdo responsavel pela ativagao

da expressao de genes relacionados a degradacgao da biomassa lignocelulésica, sendo
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que sua delegdo inibe completamente a expressao destes genes (AKEL et al., 2009;
DOS SANTOS CASTRO et al., 2016; FURUKAWA et al., 2009; PORTNOY et al., 2011;
STRICKER et al., 2006). Esse fator de transcricdo também é responsavel, juntamente
com outros fatores de transcricdo e transportadores, pela regulagdo das enzimas
CAZymes (DOS SANTOS CASTRO et al., 2016). Da mesma forma, ACE2 e ACE3
controlam a transcricdo de genes de celulases, além do funcionamento adequado
dessas enzimas, sendo que a delegao desses fatores de transcricdo compromete a
atividade celulolitica em T. reesei (ARO et al., 2001; HAKKINEN et al., 2014). O
complexo HAP2/3/5 se liga a regido promotora de cbh2 e é necessario para ativar o
processo de transcricdo (ZEILINGER et al.,, 2003), enquanto BgIR controla
positivamente a transcricdo de genes relacionados as B-glicosidases e xilanases (NITTA
et al., 2012). VEL1 ifluencia na expressao de genes de celulases e xilanases, regulando
também xyr1 em lactose (KARIMI-AGHCHEH et al., 2014), enquanto LAE1 pode regular
a expressao de celulases, proteinas acessorias, B-glicoseidases e xilanases de maneira
coordenada ao VEL1 (KARIMI-AGHCHEH et al., 2014; SEIBOTH et al., 2012). AZF1 e
CLP1 podem agir como reguladores positivos dos genes de celulases em condigbes
indutoras, por meio da interagdo com promotores alvo (ANTONIETO et al., 2019; WANG
et al.,, 2019b). Além disso, VIB1 e RXE1 podem modular a producao de celulases
quando acoplados ao xyr1 (CHEN et al., 2021; IVANOVA et al., 2017; WANG et al.,
2019a), enquanto ARE1 é capaz de regular celulases e proteases, dependendo da fonte
de nitrogénio disponivel (QIAN et al., 2019). Mais recentemente, um homdlogo de
Neurospora crassa, CLR1, em conjunto com CLR2, foi verificado como relacionado a
regulagao positiva de xilanases e pectinases em T. reesei (BEIER et al., 2020). Por fim,
CRZ1 é capaz de modular transcricionalmente os niveis de diversos fatores de
transcricdo em T. reesei, como 0 XYR1 (MARTINS-SANTANA et al., 2020).

O principal regulador negativo transcricional do sistema celulolitico de T. reesie
€ CRE1, que usa o mecanismo de repressao catabdlica de carbono (CCR) para
economizar energia, por reprimir processos envolvidos com a producado de compostos
necessarios para degradar fontes complexas de carbono, como o bagago de cana-de-
agucar (ANTONIETO et al., 2014; ANTONIETO et al., 2016). CRE1 também é capaz de
inibir a expressao e genes de celulases e os fatores de transcricao que servem como
reguladores positivos destes, assim como a assimilagdo das fontes de carbono
indutoras (MACH-AIGNER et al., 2008). Outro regulador negativo é o ACE1, que reprime
a agao dos genes de celulases cbh1,cbh2, egl1 e egl2, e de xilanases, xyn1 e xyn2, em
condigdes indutoras (ARO et al., 2003). A delecao do fator de transcrigdo Trpac1 em T.

reesei apresentou aumento na expressao de xyr1 e ace2, sendo, portanto, considerado
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um repressor da produgdo de celulases (HE et al., 2014). XPP1 pode inibir
especificamente a expressdo de xilanases, sendo up-regulado em condi¢des
repressoras (DERNTL et al., 2017). Finalmente, RCE1 apresenta agdo oposta ao XYR1,
ja que pode se ligar a regido promotora de cbh1 e reprimir a expressao de celulases
(CAO et al., 2017), tendo sua expressdo modulada por CTF1 (MENG et al., 2020).

Outro nivel de regulacédo do sistema celulolitico compreende as modificagdes
pos-traducionais. Em T. reesei, diferentes vias de sinalizagdo tém sido extensivamente
estudadas, sendo envolvidas com diversos processos celulares relacionados a
esporulagao, percepcao do ambiente e a producao de enzimas celuloliticas. A via de
sinalizagdo mediada por proteinas G e cAMP podem controlar diversos processos
envolvidos com o densevolvimento, morfogénese, metabolismo secundario,
manutencao da parede celular e micoparasitismo no género Trichoderma [43—45] [46]
[47] [48,49]. A fosforilagdo também desempenha papeis importantes no controle de
muitos processos celulares a partir do mecanismo de adicdo de grupamentos fosfato
por uma cinase, e a remocao destes por uma fosfatase. Esse tipo de processo ja foi
demonstrado como estando envolvido no controle da expressao de genes codificadores
de celulases em T. reesei (PEDERSOLI et al., 2021; SCHMOLL et al., 2016). Além disso,
ja foi demonstrado que a enzima PKA pode ativamente participar na regulagéo de genes
relacionados as celulases em T. reesei através de estimulos luminosos (SCHUSTER et
al., 2007, 2012), sendo outras cinases, como a CKlla2 e EKIiL, capazes de modular a
expressao de genes relacionados a producao de quitinases, a esporulacao, glicdlise e
integridade da parede celular (HE; GUO; ZHANG, 2015; WANG et al., 2015). Além
dessas, as MAPKSs permitem a transducao de sinais externos por meio de cascatas de
fosforilacdo, promovendo uma resposta celular adequadamente rapida, para que o
organismo possa sobreviver (HAMEL et al., 2012; LENGELER et al., 2000). T. reesei
possui trés MAPKs: TMK1, que participa da regulagao de quitinases, celulases e glicosil-
hidrolases, sendo que, quando deletada, ocorre a super-expressdo de genes de
quitinases (DE PAULA et al., 2018b; MENDOZA-MENDOZA et al., 2003; MUKHERJEE
et al., 2003; REITHNER et al., 2007; WANG et al., 2017); TMK2, que esta envolvida na
resposta ao estresse, integridade da parede celular, esporulagédo e na producao de
celulases (DE PAULA et al., 2018b; WANG et al., 2014, 2017); e TMKS, relacionada a
mecanismos de regulagéo osmotica e integridade da parede celular (WANG et al., 2013,
2017).

Considerando que as vias de sinalizagao e a transcrigao génica podem depender

do estimulo externo a célula para regular a produgao de celulases, os transportadores
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de carboidratos sao cruciais para o sensing adequado da fonte de carbono e,

consequentemente, para a degradagéo da biomassa.
c. Transportadores MFS

Os transportadores da superfamilia MFS (Major Facilitator Superfamily) sdo um
tipo de proteina transportadora de membrana capaz de facilitar o transporte de uma
variedade de moléculas de diversos tamanhos e funcdes, ions e solutos através da
membrana celular. Eles funcionam a partir de uma combinacdo Unica de residuos
hidrofébicos e hidrofilicos para criar um poro na membrana, agindo como um condutor
para o transporte das moléculas substrato (QUISTGAARD et al., 2016; REDDY et al.,
2013; YAN, 2015). O mecanismo exato pelo qual o substrato é transportado varia entre
os transportadores MFS, mas em geral, eles utilizam energia oriunda do ATP (transporte
ativo) ou da concentragdo de gradiente do substrato para direcionar o processo de
transporte (difusao facilitada). A estrutura geral dos transportadores MFS € um conjunto
de 12 hélices transmembrana, com o sitio de ligagdo do substrato localizado no poro
central hidrofilico criado pelas hélices (DREW et al., 2021; QUISTGAARD et al., 2016;
WISEDCHAISRI et al., 2014; ZHANG et al., 2015b).

Os transportadores MFS utilizam diversos mecanismos para transportar os
substratos através da membrana plasmatica, sendo que o tipo exato depende do tipo
de item a ser transportado, a dire¢cao do transporte e a energia disponivel para o mesmo
(DREW et al., 2021; DREW; BOUDKER, 2016). O modelo do acesso alternado descreve
0 processo pelo qual os transportadores MFS alternam entre duas conformacgdes
diferentes para transportar substratos através da membrana. Esse modelo se baseia na
ideia de que o transportador sofre mudancas conformacionais em resposta a presenga
do substrato, permitindo a alternagao entre duas conformacgdes distintas: os estados
aberto e fechado, os quais possibilitam o transporte do substrato. No estado fechado, o
sitio de ligac&o ao substrato € ocluso, ndo permitindo a entrada ou saida do mesmo da
célula. No estado aberto, o sitio de ligagdo é exposto, permitindo que o substrato se
ligue a ele e seja transportado através da membrana. O modelo do acesso alternado foi
suportado por muitas técnicas experimentais, que promoveram esclarecimentos sobre
este mecanismo (DENG et al., 2014; DREW; BOUDKER, 2016; IANCU et al., 2013;
KABACK et al., 2011; PAULSEN; CUSTODIO; PEDERSEN, 2019; QUISTGAARD et al.,
2013; SUN et al., 2012; WISEDCHAISRI et al., 2014; ZHANG et al., 2015b).

Os transportadores MFS possuem uma sequéncia que representa um motivo

conservado denominado de dominio sugar porter, responsavel pela ligacéo e transporte
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de varios agucares. Os motivos de ligagao a agucares nesses transportadores sao
tipicamente compostos por diversas hélices e loops transmembrana que formam um
bolso ou cavidade para a acomodagdo do carboidrato (MITROVIC et al.,, 2022;
VISHWAKARMA et al., 2018). Os residuos especificos de aminoacidos nesses motivos
de ligagao envolvidos com o reconhecimento dos e interagao com os acgucares podem
variar dependendo do tipo de agucar a ser transportado, embora haja grande grau de
conservagcdo para desempenho da funcdo do transportador (CHEN et al.,, 2015;
VISHWAKARMA et al., 2018). Algumas caracteristicas comuns incluem a presenca de
amino acidos aromaticos, como triptofano e tirosina, os quais sdo envolvidos em
interacbes aromaticas de stacking (empilhamento) com a molécula de agucar, e
aminodacidos polares, como serina, treonina, histidina, asparigina, aspartato, glutamato
e glutamina, que podem formar pontes de hidrogénio com os grupamentos hidroxila do
substrato, por exemplo (JIANG et al., 2013; KAKARLA et al., 2017; KUMAR et al., 2016).
Além disso, motivos exofaciais, como o ExxxxxxxE (EX7E), no qual o glutamato na
posicao 7 é essencial para a ligagcdo com o agucar, podem ser altamente seletivos para
a interacdo com monossacarideos (ABSMANNER et al., 2010; KOSTOVA et al., 2003).
Similarmente, a conservagdo de pares de glutamato e triptofano podem indicar a
interacdo com dissacarideos, uma vez que o glutamato pode coordenar o core do
agucar, enquanto o triptofano interage com o anel do carboidrato (KAKARLA et al., 2017;
MADEJ et al., 2013; MADEJ; KABACK, 2013).

Essas interacbes sdo criticas para a especificidade e seletividade do
transportador, ja que elas determinam quais s&o os agucares capazes de interagir e ser
transportados. A composi¢cdo aminoacidica nos motivos de ligagdo aos agucares
também podem impactar na taxa do transporte da molécula e na estabilidade do
transportador (KUANYSHEYV et al., 2021; KUMAR et al., 2016; ZHANG et al., 2015a).
Por exemplo, a presenca de aminoacidos volumosos ou carregados dentro do sitio de
ligacado pode impedir o movimento do carboidrato através do transportador. Por outro
lado, a presenca de aminoacidos menores ou mais flexiveis pode facilitar o movimento
da molécula de agucar, aumentando a taxa de transporte (CHEN et al., 2015; EBERT et
al., 2018; FISCHER et al., 2002; KASAHARA; KASAHARA, 2003; NAULA et al., 2010;
WU; FRITZ; POWERS, 1998). Assim, o entendimento dos tipos especificos de
aminoacidos envolvidos nestes motivos pode promover conhecimento sobre como o
transportador funciona e como sua fungdo pode ser otimizada para aplicagdes

especificas, como a degradacao da biomassa lignocelulésica por T.reesei.
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Considerando isso, mutagdes nos residuos de aminoacidos que participam do
motivo de ligagcao aos agucares, seja na propria sequéncia primaria ou sejam adjacentes
ao motivo, na sequéncia terciaria, podem impactar significativamente na seletividade do
transportador pelos carboidratos, influenciando na eficiéncia do transporte. Dessa
forma, é necessario compreender o papel de residuos especificos de aminoacidos no

motivo de ligagdo aos agucares para desenhar novos transportadores mais eficientes.

d. Regulacgao do transporte por fosforilagao

A fosforilagdo € uma modificagao pés-traducional que consiste na adigdo de um
grupamento fosfato em uma proteina, possibilitando sua mudanga de conformacao,
além de alteragdes na sua estabilidade, localizagao e atividade. A adicdo do grupamento
fosfato se da a partir da acdo de uma proteina cinase. Por exemplo, as serina/treonina
cinases fosforilam residuos de serina ou treonina, enquando as tirosina cinases
fosforilam residuos de tirosina, sendo que essas enzimas podem ter especificidade
dupla, fosforilando os trés tipos de residuos aqui mencionados (HUMPHREY; JAMES;
MANN, 2015; JOHNSON; LEWIS, 2001; NISHI; SHAYTAN; PANCHENKO, 2014).

Considerando os transportadores de acucares, a fosforilagdo pode afetar a
seletividade dessa proteina e sua afinidade com relagcao aos diferentes carboidratos
passiveis de transporte, modulando sua conformacgao e cinética (HOVSEPIAN et al.,
2017; TAMAYO ROJAS et al., 2021). Por exemplo, a fosforilagdo no transportador Hxt6,
de Saccharomyces cerevisiae, torna possivel o aumento da taxa de captagao de glicose,
por melhorar o seu recrutamento e acomodacdo na membrana plasmatica e aumentar
sua afinidade por glicose (LLOPIS-TORREGROSA et al., 2016).

A fosforilagdo também pode afetar a seletividade dos transportadores de acucar,
permitindo-os reconhecer diferentes substratos. Por exemplo, a fosforilagdo do
transportador STP13, de Arabidopsis sp., permite o transporte de glicose e frutose,
enquanto o transportador nao fosforilado consegue somente transportar a glicose
(YAMADA et al., 2016). Além disso, a fosforilacdo pode mediar o cross-talk entre
diferentes vias de sinalizagdo que regulam o metabolismo dos carboidratos e seu
transporte. Em plantas, a fosforilagdo do fator de transcrigdo bZIP63 pela cinase SnRK1
promove a expressao de transportadores de agucares e a mobilizagao de reservas de
carbono (JAMSHEER K; KUMAR; SRIVASTAVA, 2021; MAIR et al., 2015; TSAY, 2014a).

O entendimento do papel da fosforilagdo no transporte de agucares pode

direcionar o desenvolvimento de métodos mais eficientes e economicamente viaveis
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para a degradagao da biomassa. Ao identificar os sitios de fosforilagdo especificos e
seus efeitos no transportador, € possivel a engenharia de transportadores com o
aumento da seletividade por alguns agucares e/ou da eficiéncia com que eles sao
transportados através da membrana celular. Esse conhecimento também torna possivel
o desenvolvimento de coqueteis enzimaticos mais efetivos para a degradacido da
biomassa lignoceluldsica, uma vez que enzimas que funcionam em conjunto com os
transportadores de agucares podem ser otimizadas para melhor lise de carboidratos,

levando a maior rendimento com menor custo.

e. O transportador Tr69957

Para que a maquinaria enzimatica seja eficientemente ativada e mantida durante
a degradacao da biomassa lignoceluldsica por T. reesei, € necessaria a capacidade de
sentir qual o tipo de fonte de carbono presente no meio externo de forma adequada
(GUPTA et al., 2016b; ZHANG et al., 2013). Os sistemas de transporte transmembrana
tém papel importante no sensing de carbono e na captacido dos nutrientes e compostos
necessarios para a manutencio da vida na célula, além de funcionarem como canais
de excregcdo de substancias toxicas ao microrganismo e de subprodutos de seu
metabolismo, bem como canais de comunicacao intercelular (QUISTGAARD et al.,
2016; YAN, 2015). Uma das familias de transportadores mais amplamente estudadas
em T. reesei € a de MFS (Major Facilitator Superfamily), cujas proteinas sao
responsaveis pelo transporte de diversos tipos de compostos (Figura 2) (PERLIN;
ANDREWS; TOH, 2014; YAN, 2015). Existem trés familias de MFS envolvidas com a
internalizacdo de acgucares nas células, sendo que os transportadores da familia MFS
permease sao responsaveis pelo transporte de sacarideos em fungos filamentosos,
sendo normalmente promiscuos, ou seja, envolvidos com o transporte de mais de um
tipo de agucar (PERLIN; ANDREWS; TOH, 2014; QUISTGAARD et al., 2016).
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Figura 2. Sistema de transporte de T. reesei. O modelo predito de regulagéo trasncricional por
CRE1 e XYR1. Adaptado de: (DE PAULA et al., 2018a).

Nogueira et al. (2018) caracterizaram o transportador Tr69957 de T. reesei, 0
qual havia sido identificado como sendo induzido por celulose, soforose e glicose
através de analise transcriptomica (CASTRO et al., 2014; NOGUEIRA et al., 2018b).
Tr69957 esta relacionado com o transporte de xilose, celobiose, lactose, frutose,
galactose e manose em T. reesei, o que foi demonstrado por meio de expresséo
heterdloga do referido transportador em Saccharomyces cerevisiae cepa EBY.VW4000,
desprovida de transportadores de hexoses (DOS REIS et al., 2016; NOGUEIRA et al.,
2018b). Por meio de estudos computacionais, os mesmos autores verificaram que o
transportador Tr69957 tem maior afinidade por dissacarideos ao invés de
monossacarideos, apesar de este comportamento ser o oposto in vivo, 0 que sugere
um comportamento bifuncional da proteina, tanto como transportador de aglicares como
sensor de qual fonte de carbono esta presente no meio (NOGUEIRA et al., 2018b).
Desta forma, esse estudo teve como objetivo entender como este transportador é
influenciado por meio de modificacbes pods-traducionais, mais especificamente a
fosforilagdo, para dar preferéncia a um ou outro carboidrato presente no meio, e assim,
compreender o funcionamento da sinalizagao a partir do sensing de carbono, para

induzir ou reprimir a producao e secrec¢ao de enzimas celuloliticas.
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2. OBJETIVOS

a. Objetivo geral

Analisar qual a influéncia da fosforilagdo na estrutura e fungéo do transportador
Tr69957 durante a degradacéo da biomassa lignocelulésica e como esta impacta na

seletividade e consumo dos diversos tipos de carboidratos oriundos da biomassa.

b. Objetivos especificos

Avaliar a relevancia de cada sitio de fosforilagdo predito em Tr69957 e como
cada um influencia na afinidade de interagao entre os carboidratos celobiose, lactose,
maltose, trealose, manose, frutose, xilose e glicose e o referido transportador, por meio

das abordagens computacionais de modelagem e docagem molecular;

Verificar as alteragcbes de consumo dos carboidratos mencionados no
transportador Tr69957 submetido a mutagdes sitio-dirigidas dos residuos preditos como
sitios de fosforilagcao (serina, treonina e tirosina), substituidos por alanina para mimetizar
a auséncia da fosforilacdo, por meio da expressao heterdloga do transportador na

plataforma biotecnoldégica Saccharomyces cerevisiae EBY.VW4000.
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3. MATERIAIS E METODOS

a. Construgdo do modelo tridimensional de Tr69957

Para a construcdo do modelo tridimensional do transportador Tr69957, foi
utilizada a plataforma colaborativa ColabFold, que utiliza a abordagem de machine
learning AlphaFold2, juntamente com o alinhamento MMseqs2 (JUMPER et al., 2021;
MIRDITA et al., 2022). Para isso, foi utilizada a sequéncia FASTA do transportador
Tr69957,0btida do banco de dados Uniprot (ID: GORWO02) como query, além da
aplicacédo de campo de forca AMBER. Néo foi utilizado um template especifico, mas um

alinhamento multipo de sequéncias com 6 etapas de reciclagem estrutural.

Os modelos obtidos foram submetidos ao refinamento estrutural na plataforma
GalaxyRefine  (https://galaxy.seoklab.org/cgi-bin/submit.cgi?type=REFINE) (HEO;
PARK; SEOK, 2013) e foram validados na plataforma SAVES v6.0 (UCLA-DOE LAB)
(https://saves.mbi.ucla.edu/), com as ferramentas Errat, Verify3D e Procheck . Apds
isso, a minimizagao de energia e preparo para a docagem molecular foram realizados
no software Chimera (UCSF). Para a construcdo do modelo fosforilado in silico, foi
utiizada a ferramenta online VIENNA-PTM 2.0 (MARGREITTER; PETROV,
ZAGROVIC, 2013; MARGREITTER; REIF; OOSTENBRINK, 2017; PETROV et al.,
2013).

b. Analise estrutural de Tr69957

Para avaliar a estrutura do modelo tridimensional Tr69957 e compara-la com a
de outros transportadores, foi realizado o alinhamento multiplo de sequéncias. Para isso,
foram realizadas buscas na ferramenta BLASTp (ALTSCHUL et al., 1997), em bancos
de dados nao redundantes, de organismos modelos e de estruturas experimentalmente
resolvidas. Além disso, foi utilizada a ferramenta DALI (HOLM, 2022), para alinhamento
de estruturas secundarias e terciarias. As sequéncias obtidas pela ferramenta BLAST e
DALI foram alinhadas por meio do servidor ClustalWW (SIEVERS et al., 2011) e o
alinhamento resultante foi visualizado no software Jalview (WATERHOUSE et al., 2009).

Para andlise das cavidades e tuneis preditos em Tr69957, foi utilizado o servidor
CAVERweb (STOURAC et al., 2019). A visualizagdao e manipulagao dos resultados
foram realizadas com auxilio dos softwares Pymol (The PyMOL Molecular Graphics
System, Version 2.0 Schrddinger, LLC) e Discovery Studio (BIOVIA, Dassault Systémes,
Discovery Studio, San Diego: Dassault Systemes, 2021. Para a analise do transporte in

silico, os dados obtidos no servidor CAVERweb foram plotados no software GraphPad
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Prism (GraphPad Prism versao 8.0.2 para Windows, GraphPad Software, Boston,
Massachusetts USA).

c. Docking molecular

A docagem molecular, apés o preparo dos modelos tridimensionais selvagem,
fosforilado e com mutagdes pontuais, foi realizada no software AUTODOCK4 (MORRIS
et al., 2009; RIZVI; SHAKIL; HANEEF, 2013). Para isso, a proteina lida no software teve
seus hidrogénios polares adicionados e convergidos, com computacido de cargas
Kollmann e Gasteiger. A partir disso, cada ligante (agucar) foi adicionado e suas raizes
torcionais foram detectadas. Entdo, com o preparo do sistema em PDBQT, a grid box
foi determinada. Para a docagem da regido externa do Tr69957, foi utilizada uma grid
box de dimensdes 126x126x112 (espacamento = 0,375), com centro de 16,597x(-
6,704)x(-17,268). Para a regido intracelular, a grid box teve como dimensdes
112x104x102 (espacamento = 0,542), com centro de (-27,878)x(-1,822)x5,067. Da
mesma forma, a grid box utilizada para a docagem dos ligantes na regido dos tuneis
centrais da proteina teve as dimensdes 92x52x80 (espagamento = 0,375), com centro

5,639x(-1,528)x(-6,583). A docagem se deu em algoritmo genético Lamarckiano.

d. Normal mode analysis, verificagao da estabilidade das mutacoes

pontuais, interagdes proteina-proteina

Para verificar as porgdes mais flexiveis da proteina, a analise Normal mode foi
realizada na ferramenta online WEBnm@ (HOLLUP; SALENSMINDE; REUTER, 2005;
TIWARI et al.,, 2014). Para avaliar se as mutagdes pontuais dos sitios fosforilaveis
seriam reprodutiveis in vivo, foi utilizada a ferramenta DynaMut (RODRIGUES; PIRES;
ASCHER, 2018), a fim de avaliar as alteragcdes de energia que a substituicdo dos
residuos por alanina seriam viaveis. Para a analise in silico de interacdes interproteicas
relacionadas ao Tr69957, foi utilizado o banco de dados STRINGdb (SZKLARCZYK et
al., 2017).

e. Cepas utilizadas e condi¢oes de cultivo

O fungo Trichoderma reesei da linhagem QM6aAtmus53Apyr4 (DERNTL et al.,
2015) foi obtido do Laboratério da Dr. Astrid Aigner-Mach da colegéo da Research Area
Gene Technology and Applied Biochemistry, Institute for Chemical Engineering, Vienna
University of Technology, Austria. O fungo foi mantido no Laboratério de Biotecnologia

Molecular na Faculdade de Medicina de Ribeirdao Preto — Universidade de Sdo Paulo
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em meio MEX (Extrato de malte, 3 % (p/v); Agar-Agar, 2 % (p/v)) a 4°C com repiques
periodicos. Esta linhagem foi utilizada para obtencdo de cDNA. Para o crescimento
dessa linhagem os meios de cultivo foram suplementados com 5 mM de uridina devido

a delecao do gene pyr4.

A levedura S. cerevisiae EBY.VW4000 e seu mutante contendo o transportador
Tr69957 (EBY.VW4000 +pRH195m +pRH274 and Tr69957::GFP EBY.VW4000) foi
crescida em 30°C em meio YNB solido ou liquido (20 g/L agar, 7 g/L YNB sem
aminoacidos e suplementado com 0.05g/L histidina, 0.1 g/L leucina, 0.1 g/L
tryptophano, and 0.1 g/L uracila. A seleg¢do dos transformantes se deu em meio YNB
sem triptofano e uracila (NOGUEIRA et al., 2018a).

f. Construcao das linhagens mutantes pontuais com mimetizagao dos

sitios fosforilaveis com alanina

Neste trabalho, tentamos construir os mutantes pontuais para os sitios preditos
como fosforilaveis em Tr69957, com mimetizacdo com alanina. Para isso, foram
desenhados oligonucleotideos iniciadores para amplificacdo da regido iniciadora 5’FW
e terminadora 3’'RV de 18 dos 20 sitios de fosforilagao preditos, conforme a Tabela 1.
Os oligonucleotideos foram desenhados e analisados através da ferramenta
OligoAnalyzer (https://eu.idtdna.com/calc/analyzer). Para que houvesse a mutacao
pontual, apenas um residuo de aminoacido foi alterado, mantendo uma regido
flanqueadora para combinagao apropriada. Para permitir a recombinagdo homadloga
mediada por levedura, os oligonucleotideos contendo as regides de homologia com os
vetores pRH195m, pRH274 e GFP foram obtidos com (NOGUEIRA et al., 2018a).

Tabela 1. Oligonucleotideos desenhados para construgao das mimetizagées dos sitios
de fosforilagao por alanina.

Mut. 5FW 3'RV T (°C)
S1MA TGCGGCAGCCCATGTTG CAACATGGGCTGCCGCA 59.6
S29A AAATGCCGCTGACGAAG CTTCGTCAGCGGCATTT 53.3
S43A GCCTTGAAGGCCAATCGCA TGCGATTGGCCTTCAAGGC 58.9
YG63A TGGAGGGCGCCGATACGAT ATCGTATCGGCGCCCTCCA 61.3
Y192A CTCACGACCGCCGTCAACCTT AAGGTTGACGGCGGTCGTGAG 62.1

S260A GACGCCAAAAAAGCCCTGCGAAG CTTCGCAGGGCTTTTTTGGCGTC 61.6
S296A AAAGCAAGCAAGGCCTACGTGGAAT ATTCCACGTAGGCCTTGCTTGCTTT 61.3
S329A CTTTCGCATACGCTCCGTCGTACTT AAGTACGACGGAGCGTATGCGAAAG 60.8

S340A AGCTGGAATGGCCCCTGACCA TGGTCAGGGGCCATTCCAGCT 63.7
T373A GCCGCCGAGCGCTCTATG ACATAGAGCGCTCGGCGGC 63.0
S397A CTCTGCGACAGCTGCCAAGGAT ATCCTTGGCAGCTGTCGCAGAG 61.9

T419A  TCTATGCTCTTGCAGTTGGCCCTAT ATAGGGCCAACTGCAAGAGCATAGA 60.0
S429A ATTCTATCGTGGCCGAGACATCGTC GACGATGTCTCGGCCACGATAGAAT 60.2
S432A TCCGAGACAGCGTCCATCCGT ACGGATGGACGCTGTCTCGGA 62.7
S471A CTTGGAACGCGGCTGGAAAGACG CGTCTTTCCAGCCGCGTTCCAAG 62.8
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S513A CAAAGAGGATTGCTGCCCGCAAGTT AACTTGCGGGCAGCAATCCTCTTTG 62.2
Y525A ATGTTGACGCTGCTGAAATGACTCC GGAGTCATTTCAGCAGCGTCAACAT 59.7
S532A CTCCAACGTTCGCCATGTCCAAGAA TTCTTGGACATGGCGAACGTTGGAG 61.4

Os fragmentos 5’FW e 3'RV foram amplificados em reagdes de PCR, utilizando
o cDNA de Trichoderma reeei como template. A reacéo de PCR sitio-dirigida para troca
de residuos foi preparada com os seguintes reagentes: 500 ng do template, 0,25 uL da
enzima Phusion HF DNA Polymerase (2000 U/mL, New England BioLabs), 0,75 uL de
mix de dNTPs (New England BiolLabs), 5 uL do tampao Phusion Buffer HF 5x (New
England BiolLabs), 1 uL de cada primer a 50 yM e agua ultrapurificada completando um
volume final de 25 pL de reacdo. E importante notar que as reacdes de polimerizacéo
para os primers forward e reverso foram conduzidas separadamente. Em um
termociclador, foram programadas as condi¢gbes de reacao: hotstart a 98 °C por 30 s,
seguido por 30 ciclos de desnaturagéo a 98 °C por 10 s, anelamento a 55 °C por 50 s e
extensao a 72 °C por 7 min, com um ciclo de extensao final a 72 °C por 10 min. Apds a
amplificacdo, os fragmentos foram analisados em gel de agarose 1%, dosados em

espectrofotdmetro e armazenados a -20°C até o uso.

Com a obtencdo dos fragmentos, almejou-se transforma-los na linhagem
transformados na linhagem de S. cerevisiae EBY.VW4000, por meio do método de litio-
acetado. A estratégia de recombinagcdo homaologa se deu conforme a Figura. Para tanto,
um pré-inéculo da levedura foi realizado em meio YPD, incubado overnight a 30°C, 200
rom. Posteriormente, uma aliquota de 5 mL do pré-inéculo foi incubada em 200mL de
YPD por 4 horas a 30°C, sob agitagao de 200 rpm. O indculo foi, entdo centrifugado por
5 minutos a 5000 xg eo pellet foi lavado com agua estéril e ressuspendido em 1 mL de
Acetado de Litio 1 M em TE. Foi entao feito um mistura contendo os fragmentos forward
e reverso, o vetor pPRH195 e 100ug de esperma de salméo fervido. Em seguida, foram
adicionados ao microtubo 600uL da mistura de PEG 3350 50%, AcLi 10x, e agua estéril.
O conteudo foi agitado por inversdo para homogeneizagao e incubado a 30 oC por 30
min, a 200rpm. Foi entdo adicionado DMSO e a mistura, apés homogeneizada, foi
incubada por 15 minutos a 42°C e em seguida colocada em gelo por 2 minutos. Por fim,
cada tubo passou por uma centrifugacao de 30 s a 13000 rpm, descartando o
sobrenadante, ressuspendendo o pellet em 200 yL de agua ultrapurificada estéril e
plaqueando o conteudo em placa do meio completo SC-Ura a 30°C por um periodo de
48h a 72h.
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TrB9957_5FW nucleotideo para Tr69957_3'RV
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Figura 3. Estratégia de constru¢do dos mutantes contendo a mimetizacao dos sitios
preditos de fosforilagao para alanina. Foi alterado somente um nucleotideo para a conversao
dos codons de serina, treonina e tirosina para alanina.
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4. RESULTADOS
a. Analise estrutural do Tr69957

O modelo selvagem do transportador Tr69957 foi construido por meio de
modelagem molecular a partir de alinhamentos de multipla sequéncia MMseq2 (Many-
against-Many sequence searching) e de modelos baseados em redes neurais, através
do software colaboratorio ColabFold , que utiliza a abordagem de machine learning
AlphaFold2. Os 5 modelos obtidos para o Tr69957 foram submetidos a relaxamento
estrutural usando campo de forca AMBER e foram classificados de acordo com seus
valores de pLDDT (predicted Local Distance Difference Test) (Figura 4d). Assim, o
modelo selecionado apresentou, além de um pLDDT >85, que demonstra boa qualidade
e confianga estrutural local (Figura 4d), cobertura e alinhamento de sequéncias
adequados (Figura 4b), assim como um padrdo de PAE (Predicted Alignment Error)
bastante baixo, indicando posicoes relativas dos residuos bem definidas e, portanto,

boa qualidade de modelo (Figura 4c).

Todos os modelos foram submetidos ao refinamento estrutural na plataforma
GalaxyRefine, sendo devidamente validados pelas ferramentas PROCHECK, Errat,
ProSA, Verify3D e ModRefiner (EISENBERG; LUTHY; BOWIE, 1997), e tendo sua
estrutura energeticamente minimizada pelo software Chimera (PETTERSEN et al.,
2004), possibilitando a selecdo do modelo representado na Figura 4a como
representativo do tipo selvagem do transportador Tr69957. Para o modelo selecionado,
o refinamento estrutural resultou em uma variagao de -0,0111 do escore TM (TM-score),
indicando leve afastamento do modelo refinado em relacdo a similaridade com os
templates utilizados na modelagem molecular, com desvio de 0,287 A do modelo inicial.
Esse desvio proporcionou uma melhora no escore de MolProbity (WILLIAMS et al.,
2018), apresentando melhora nos escores de impedimento estérico, na diminuigdo de
rotdmeros de menor qualidade e favorecendo a distribuicao dos residuos modelados e

refinados no grafico de Ramachandran (Figura 4e).

No modelo refinado, foi possivel a verificagdo de 98,1% dos residuos de
aminodacidos localizados nas regides mais favoraveis, 1,7% e 0,2% em regides
adicionalmente e amplamente permitidas, respectivamente, no grafico de
Ramachandran (Figura 4f). Da mesma forma, a ferramenta ProSA (WIEDERSTEIN;
SIPPL, 2007) permitiu a observagdo de um escore Z (Z-score) de -7.69, indicando que
a estrutura refinada estd dentro da variacdo de energias totais conformacionais
representada por esse tipo de escore para proteinas de tamanhos similares ao Tr69957

experimentalmente determinadas por difragdo de raios-X e ressonancia magnética
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nuclear (Figura 4g). O servidor ModFOLD8 (MCGUFFIN et al., 2021) resultou em um
escore global de qualidade de 0,6137, com p-valor = 3,37 x 10, indicando a boa
qualidade do modelo obtido refinado (Figura 4h). De acordo com a ferramenta Errat, foi
obtido um fator de qualidade geral de 97,1%, similar ao encontrado em estruturas
adequadamente obtidas por metodologias de alta resolugdo, enquanto a ferramenta
Verify3D retornou um valor de 82,59%, indicando boa compatibilidade do modelo
atbmico tridimensional com a sequéncia primaria utilizada para a proteina em questao
(Figura 4i).
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Figura 4. Construgdo do modelo 3-D do transportador Tr69957 e validagdo do mesmo. (a)
Modelo 3-D do transportador Tr69957 com seus sitios de fosforilagdo preditos em vermelho; (b)
cobertura das sequéncias utilizadas na metodologia MMseq2 para construgdo do modelo 3-D
selecionado; (c) plotagem de PAE, sendo os menores valores obtidos demonstrantes de maior
qualidade do modelo predito; (d) plotagem de pLDDT para cada um dos modelos construidos
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pelo software colaboratério ColabFold a fim de classifica-los com base em sua confiabilidade
estrutural local; (e) comparagao entre o modelo inicial e 0 modelo apds o refinamento estrutural,
pelo GalaxyRefiner; (f) grafico Ramachandran demosntrando a validag&o posicional dos residuos
de aminoacidos em regides favoraveis; (g) comparacao entre o Z-score do modelo refinado com
0s mesmos escores de estruturas de tamanho similar obtidas experimentalmente; (h) erros
admitidos por residuo predito, em angstroms, a partir da ferramenta ModFOLDS; (i) comparagéo
entre o modelo tridimensional refinado e a sequéncia primaria da proteina Tr69957.

A fim de entender melhor a estrutura do transportador Tr69957, procuramos
comparar as informacdes da sequéncia de aminoacidos que o compdem com outras
proteinas semelhantes. Ao aplicar o algoritmo BLASTp para verificacdo de sequéncias
de proteinas nao-redundantes, foi observado alto grau de similaridade (Score > 800,
Query Coverage > 96% , Percentage Identity > 69,96%, E-value = 0,0) entre a sequéncia
do transportador Tr69957 e 99 proteinas de outras espécies de fungos ascomicetos,
porém com nenhuma das proteinas resultantes desta primeira pesquisa possuindo
estrutura tridimensional resolvida ou sendo suficientemente estudada. Assim, novas
buscas através do algoritmo BLASTp foram realizadas. Ao utilizar o banco de dados
Landmark para verificacdo de proteinas semelhantes em organismos modelos, foram
verificados transportadores MFS bem conhecidos, como HXT1 (Score = 115, Query
Coverage = 91%, Percentage Identity = 24,10%, E-value = 5e-26) e GAL2 (Score = 114,
Query Coverage = 83%, Percentage Identity = 22,44%, E-value = 1e-25) de
Saccharomyces cerevisiae, mesmo que com consideravel diminuicdo na similaridade
entre as sequéncias de aminoacidos. Da mesma forma, ao realizar a busca no banco
de dados PDB (Protein Data Bank) por meio do algoritmo BLASTp, 9 sequéncias foram
retornadas como produtoras de alinhamentos significativos, porém, novamente, com
baixa similaridade entre as sequéncias primarias, sendo a sequéncia do transportador
de glicose humano GLUT3/SLC2A3 portadora do escore maximo (Score = 118, Query
Coverage = 79%, Percentage Identity = 28,95%, E-value = 4e-28). Apesar de os
transportadores identificados na analise pelo BLASTp apresentarem fungoes
comparaveis entre si, devido as divergéncias evolutivas para a acomodagido de
diferentes especificidades de substratos nos diferentes organismos eucariotos, ha baixa
homologia entre as sequéncias aminoacidicas que compdem diferentes transportadores
MFS (Apéndices a, b, c).

Embora haja essa baixa identidade de sequéncias primarias, os transportadores
MFS compartiliham entre si determinados motivos e caracteristicas estruturais que
definem a familia, como a topologia comum de 12 hélices transmembrana, a qual, por
ser altamente conservada, permite que os diferentes transportadores possam ser

agrupados como membros da superfamilia MFS. Nao diferentemente, o transportador
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Tr69957, assim como verificado por Nogueira e colaboradores (2018) (NOGUEIRA et
al., 2018a), possui 12 segmentos transmembrana, representados na Figura 5. Desta
maneira, procuramos entender quais regides da sequéncia do Tr69957 eram mais
conservadas inter-espécies, com relacao a interacdo com carboidratos.

P-sites
© TM regions - DeepTHMM

extra

goccech SeeRoee®

20

Figura 5. Disposicdo da sequéncia primaria indicando as regidoes dos dominios
transmembrana de Tr69957. Em rosa estdo as regides transmembrana indicadas pela
ferramenta DeepTHMM, sendo os residuos em verde preditos como fosforilaveis.
Primeiramente, uma analise de identificacdo de motivos foi realizada pela
ferramenta MotifFinder, resultando em 83 motivos contidos na sequéncia do
transportador Tr69957. Dentre esses motivos, destacam-se uma assinatura das
proteinas transportadoras de agucar, o SUGAR_TRANSPORT_2 (PROSITE: PS00217),
nas posigdes 161-186, além do perfil MFS nas posigdes 50-497 (PROSITE: PS50850).
Além destes, podemos enfatizar os motivos cd17357 (MFS_GLUT_Class1_2_like,
NCBI: 340915) nas posigdes 107-499, representativo dos transportadores GLUTs das
classes 1 e 2; cd17356 (MFS_HXT_NCBI: 340914), representativo da subfamilia de
transportadores MFS de hexoses em fungos, nas posi¢gdes 54-250; cd17359
(MFS_XyIE_like, NCBI: 340917) nas posigbes 95-253, representando transportadores
de atividade de simporte de D-xilose-proton; cd17333 (MFS_FucP_MFSD4 _like, NCBI:
340891), nas posi¢cdes 108-269, similar a proteina fucose permease bacteriana FucP;

além de outros, demonstrados na Figura 6.
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Figura 6. Motivos-assinatura de transportadores MFS em Tr69957. Motivos encontrados pela

ferramenta MotifFinder, sendo os destacados por setas relacionados com transportadores de
agucar MFS ja bem caracterizados.

35



Além dos motivos conservados como assinaturas dos transportadores de
acgucares, alguns motivos-chave para a determinacao da especificidade da interacao
entre o transportador Tr69957 e os agucares a serem transportados foram analisados a
partir do alinhamento de sequéncias. Para a sele¢cao das proteinas que participariam do
alinhamento de sequéncias, além da busca na literatura por transportadores MFS de
fungdes comparaveis ao Tr69957, cuja estrutura tridimensional se encontrava resolvida
e/ou bem estabelecida, foi utilizado o servidor Dali (Distance matrix alignment) para
correlacionar a estrutura-fungcao do referido transportador, por meio da comparagao
entre seu modelo tridimensional aqui obtido, com a estrutura tridimensional resolvida de
outras proteinas do banco de dados PDB. Alinhando-se as sequéncias das 50 primeiras
proteinas retornadas nesta analise é possivel confirmar que a estrutura secundaria
destas é conservadas com relagdo a do transportador Tr69957, apesar da

dessemelhanca entre as respectivas sequéncias aminoacidicas (Figura 7).

36



™

3 ™4 ™S
e : et - - et - e
= | T

IR [ T Ty

EESRLERELS

3Ny

PP R R AR RN R EERRS AL b T

CREENEEICRNETIRIYEIRXYIUNREENASNNEILANNGG

FERERUNGY

Figura 7. Conservacao de estruturas secundarias entre Tr69957 e outros transportadores
MFS. As regides dos motivos especificos de ligagdo de carboidratos estdo destacadas em rosa.
Verde: hélices, Azul: algas.
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Tomando-se em conjunto esses resultados, foram selecionadas 16 proteinas
transmembrana MFS para comparagcdo de motivos comuns entre diversos
transportadores de hexoses e pentoses e 0 Tr69957. Sao eles: LacY (Uniprot: P02920,
PDB: 1PV6), XylE (Uniprot: POAGF4, PDB: 4GBZ) e FucP (Uniprot: P115551, PDB:
307Q), de Escherichia coli K12, o primeiro sendo capaz de transportar lactose, porém
nao transporta frutose, por exemplo, enquanto o segundo internaliza xilose em um
sistema proton-simporte, assim como o terceiro, que utiliza esse sistema para
transportar L-fucose e D-arabinose; GLUT1 (Uniprot: P11166, PDB: 4PYP), GLUT2
(Uniprot: P11168) e GLUT3 (Uniprot: P11169, PDB: 4ZWC e 4ZW9), de Homo sapiens;
GlcPse (Uniprot: AOAOH2VG78), de Staphylococcus epidermidis, altamente especifico
para a captagdo de glicose; pHT1 (Uniprot: 097467, PDB: 6RW3), de Plasmodium
falciparum; STP10 (Uniprot: Q9LT15, PDB: 6H7D), de Arabidopsis thaliana, capaz de
transportar glicose, galactose e manose; HXT1 (Uniprot: P32465) e HXT2 (Uniprot:
P23585), de Saccharomyces cerevisiae S288c, um transportador de glicose de baixa-
afinidade, podendo também transportar manose, e um transportador de glicose de alta
afinidade, respectivamente; MAL11 (Uniprot: P53048) e GAL2 (Uniprot: P13181),
também de S. cerevisiae, o primeiro com alta afinidade por maltose, trealose e glicose,
sendo o segundo um transportador de galactose; SNF3 (Uniprot: P10870), ainda do
mesmo organismo, um sensor de baixa concentragdo de glicose; MstE (Uniprot:
Q400D8), um transportador de glicose de baixa afinidade putativo, e HxtA (Uniprot:
Q874U9), um transportador de hexose de alta afinidade, ambos de Aspergillus nidulans.
(Tabela 2).

Tabela 2. Proteinas selecionadas para alinhamento dos motivos especificos de ligagao a
acgucares.

Acesso Acesso

Uniprot PDB Método de selecédo Referéncia
(GUAN; KABACK, 2006; KABACK
. et al., 2011; KIMANIUS; LINDAHL;
LacY P02920 1PV6 DALI, Literatura ANDERSSON. 2018: SERDIUK et
al., 2014)
- (JIANG et al., 2019; QUISTGAARD
XylE  POAGF4 AGBZ Mo“fLFit'Qf;BrgA"" etal., 2013; SUN et al., 2012;
WISEDCHAISRI et al., 2014)
FucP  P115551 307Q MO“fLFit'gfaetErgAL" (DANG et al., 2010)
GLUT1 11166 4PYP ML?t“efg{‘uerr' (DENG et al., 2014; PARK, 2015)
] L (THORENS, 2015; VAN DE BUNT:
GLUT2 11168 MotifFinder GLOYN, 2012)
4ZWC, BLASTp, DALI,  (PIKE etal., [s.d.]; SIMPSON et al.,
GLUT3 11169 4Z\W9 Literatura 2008)
GIcPSe AOAOH2VGTS BLASTp, DALI (IANCU et al., 2013)
PIHTL 097467 6RW3 Literatura (JIANG etal., 2020; SLAVIC etal.,

2010)
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STP10 QO9LT15 6H7D DALI, Literatura (ROTTMANN et al., 2016)
(MAIER et al., 2002; NIJLAND et

HXT1 P32465 - BLASTDp, Literatura al., 2014; SOUZA et al., 2012)
(KASAHARA: ISHIGURO:
HXT2 P23585 - BLASTp, Literatura ~ KASAHARA, 2004; MAIER et al.,
2002)
MAL11  P53048 - Literatura (DE VALK et al., 2022)
GAL2 P13181 - BLASTp, Literatura (MAIER et al., 2002,

TAMAYO ROJAS et al., 2021)
(CELENZA; MARSHALL-
SNF3 P10870 - Literatura CARLSON; CARLSON, 1988;
DIETVORST et al., 2010)
(DOS REIS et al., 2013; FORMENT
et al., 2006)
(DOS REIS et al., 2013; WEI et al.,
2004)

MstE Q400D8 - Literatura

HxtA Q874U9 - Literatura

O alinhamento de sequéncias proporcionou a possibilidade de visualizacido da
conservagao inter-espécies dos motivos especificos para a ligagdo a agucares, como

demonstrado na Figura 8.
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Figura 8. Alinhamento e sequéncias entre Tr69957 e os transportadores selecionados no
estudo. E possivel perceber a baixa conservacao geral das sequéncias primarias, estando os
motivos especificos destacados em rosa.

De acordo com a analise realizada no servidor ConSurf, (ASHKENAZY et al.,
2016) para verificagdo do grau de conservagao de cada residuo de aminoacido entre as
sequéncias alinhadas, dos 540 residuos que compdem o transportador Tr69957, 486
ultrapassavam o valor de cut-off, ou seja, possuiam informagdes suficientes com relagao

ao grau de conservagao no conjunto de sequéncias (Figura 9).
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Figura 9. Conservagao de aminoacidos na sequéncia primaria de Tr69957. Na sequéncia,
os residuos mais avermelhados sdo mais conservados, enquanto os mais esverdeados séo
menos conservados, sendo o0s amarelos desprovidos de informacdo suficiente para
determinagdo da conservacdo. b: residuos enterrados na estrutura, e: residuos expostos na
estrutura, s: residuos estruturais, f: residuos funcionais.

Destes, 214 apresentavam escore > 5, acima do médio, destacando-se 56 deles
com grau de conservagao > 75% (escores 8 e 9) (Tabela 3). Alguns desses residuos

altamente conservados entre as diferentes sequéncias puderam ser classificados como
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residuos altamente conservados e expostos, os funcionais, e altamente conservados e
enterrados, os estruturais. Os residuos altamente conservados estruturais foram E61,
G167, S244, A355, T359 e L382, que sao mantidos em todas as sequéncias alinhadas,
além de G200 e A257, que sao conservados em 16 e 15 das 17 sequéncias utilizadas
na analise. Da mesma maneira, os residuos funcionais altamente conservados em todas
as sequéncias alinhadas foram G127, S178, E179, N194, R221, E243, P245, R308,
Q319, 1320, S322, G323, G370, R371, E430, E495 e T496, enquanto os residuos R186,
G187, S324, R437, Y448, G498 e E503 foram mantidos em 16 das 17 sequéncias, e o

residuo S296 é conservado em 13 delas.

Tabela 3. Residuos com alto grau de conservagdo em Tr69957, a partir de analise no
ConSurf.

Posicdo Residuo Escore Equsigéo Funcd Variedade residual do
normalizado  residual 0 MSA
61 E -1.786 b S E,F, Y
62 G -1.295 b F,G, L
63 Y -1.562 b F,W,Y
108 G -1.418 b A F G
127 G -1.585 e f G, S
158 G -1.46 b AG,Y
159 Q -1.674 b L,Q,R,S
161 L -1.488 b I, L,V
163 G -1.595 b A G
167 G -2.01 b S G
176 Y -1.48 b F,. LY
178 S -1.419 e f A E,GP,S
179 E -2.084 e f E, K
181 C -1.272 b ACS T
186 R -2.055 e f K, R
187 G -1.302 e f AG,Y
191 T -1.263 b G, LN STV
194 N -2.12 e f G, N,Q
197 W -1.595 b I, L, N, V,W
200 G -1.934 b s G
201 Q -1.369 b ALL Q
221 R -1.295 e f H, K, P,R,W
229 I -1.365 b AlLLYV
243 E -1.501 e f D,EKT
244 S -1.955 b s AFST
245 P -1.918 e f P
257 A -1.911 b s AC,S
261 L -1.259 b L, M,V
296 S -1.795 e f N,P,S, T
308 R -1.283 e f AlLP RV
319 Q -1.934 e f A'D,Q,S

42



320 I -2.158 e f I, N, Q
322 S -1.302 e f AFLS TV
323 G -1.546 e f ACG
324 S -1.951 e f AN, S
329 S -1.581 b F,N,S, Y
334 F -1.667 b F, I, M, Y
355 A -1.849 b S A F,G N
359 T -1.981 b S M,N,R, T
366 I -1.664 b ILL, SV
370 G -1.574 e f , D, G
371 R -1.585 e f G H PR
378 G -1.688 b A G
382 L -2.083 b S L. M, Q,V
401 A -1.365 b ATV
416 Y -1.694 b F,M, Y
421 G -1.5 b A G, S
430 E -1.716 e f C,ET
437 R -1.714 e f )

444 A -1.436 b A, CKN,S
448 Y -1.564 e f LN, QS Y
459 E -1.381 b E.F,M,S, T,V
495 E -1.835 e f A, E,

496 T -2.234 e f P, T
498 G -1.549 e f G,P
503 E -1.779 e f D,ET

Ao analisar os motivos-chave relacionados com a ligagao a agucares descritos
na literatura, relacionando-os com os residuos de aminoacidos conservados no
transportador Tr69957, nota-se que varios destes residuos fazem parte dos fragmentos
de sequéncia considerados importantes para a interagdo com os carboidratos (JOOST;
THORENS, 2001; PENG et al., 2018). O motivo de ligagdo de agucares GGxxxGxD
apresenta-se como a sequéncia SIVMEGYD 57-64, encontrada na primeira hélice
transmembrana predita, quando comparado com as outras sequéncias utilizadas no
alinhamento, sendo os residuos E61 (estrutural), G62 e Y63 altamente conservados no
conjunto. O motivo GRR/K apresenta-se conservado nas posi¢cdes 126-128, conforme
a sequéncia GYR em uma regiao predita como citosélica, sendo o residuo G127
funcionalmente conservado. Da mesma forma, o motivo GR apresenta-se na sequéncia
altamente conservada do Tr69957 como GQ, nas posigoes 158-159 da quarta hélice
transmembrana, enquanto o motivo ExxxxxxRG é encontrado nas posigdes 179-187 do
dominio citosdlico da proteina, na sequéncia EVCPTNLRG, sendo os residuos E179
(funcional), C181, R186 (funcional) e G187 (funcional) altamente conservados, além do
residuo predito como funcional S178, que precede este motivo. O motivo de ligagao

PxxPR é encontrado na sexta hélice, nas posi¢cdes 242-246, na sequéncia PESPW,
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cujos residuos E243 (funcional), S244 (estrutural) e P245 (funcional) sao classificados
como sendo altamente conservados. O motivo QQLXG encontrado como QILSG nas
posicoes 319-323 (sétima hélice transmembrana) apresenta alto grau de conservagao
nos residuos Q319 (funcional), 1320 (funcional), S322 (funcional) e G323 (funcional). Ja
o motivo YYXP/T ¢é visto como YSPS nas posicoes 328-331 (sétima hélice
transmembrana), cujo residuo S329 é dito como altamente conservado, enquanto o
motivo D/ExxGRR é verficado nas posi¢coes 367-372 (dominio intracelular) como
THFGRR, sendo G370 (funcional) e R371 (funcional) classificados com alto grau de
conservacao. Por fim, os motivos ExxxxxxR/K e PETKG sao encontrados nas posi¢des
430-437 (porcao intracelular), como ETSSIRLR, e 494-498 (dominio intracelular, como
PETKG, respectivamente, sendo os residuos E430 (funcional), R437 (funcional), E495
(funcional), T496 (funcional) e G498 (funcional) altamente conservados entre as

sequéncias utilizadas no alinhamento (Figura 10).
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Figura 10. Conservagao dos motivos especificos de ligagdo a agucares entre Tr69957 e os
transportadores selecionados no estudo. Alinhamento de sequéncias e logo de motivos
conservados inter-espécies.
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Assim, levando em consideragdo os resultados obtidos a partir do alinhamento
de sequéncias e da comparacao estrutural entre as diversas proteinas MFS
selecionadas para este alinhamento (Figura 11), € possivel concluir que, embora haja
pouca identidade entre os aminoacidos que compéem o transportador Tr69957 e as
outras sequéncias, a cadeia alfa dos biopolimeros €& preservada, permitindo a
conservacgao de sua fungdo quando compara-se com outros transportadores de agucar
da mesma familia. Além da manutencdo da funcionalidade e estrutura de certos
residuos, o Tr69957 compartilha motivos de ligagao de carboidratos especificos com
outros MFS e, se a conservagao completa do residuo nao for obedecida, a divergéncia
entre os aminoacidos que constituem certos motivos respeita o comportamento da
cadeia lateral, possibilitando o transporte adequado de agucares através da proteina

transmembrana.

Figura 11. Alinhamento tridimensional de Tr69957 e os outros transportadores
selecionados no estudo. Alinhamento das estruturas terciarias entre o Tr69957 (verde) e os
outros transportadores (Tabela 2) (alaranjado-amarelo) em visao frontal (a), superior (b) e inferior

(c).

b. Sitios de fosforilagao preditos em Tr69957

Com o intuito de identificar os residuos de serina, treonina e tirosina fosforilaveis
no transportador Tr69957, foi realizada a predicao dos sitios de fosforilagdo encontrados
na proteina, por meio do servidor NetPhos 3.1 (BLOM et al., 2004), cuja busca retornou
20 sitios de fosforilagdo com probabilidade > 75%, representados na Figura 5 e na
Tabela 4.
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Tabela 4. Sitios preditos de fosforilagao (NetPhos 3.1) em Tr69957, indicando a possivel
cinase envolvida.

Posicéo Residuo Fragmento Escore Cinase

11 S KAAASHVED 0.995 inespecifica
29 S AKNASDEEH 0.996 inespecifica
43 S QALKSNRKA 0.884 PKC

63 Y VMEGYDTIL 0.86 inespecifica
192 Y YLTTYVNLC 0.871 inespecifica
260 S DAKKSLRRL 0.966 inespecifica
260 S DAKKSLRRL 0.765 PKC

296 S KASKSYVEC 0.977 inespecifica
329 S SFAYSPSYF 0.908 inespecifica
340 S TAGMSPDHA 0.972 inespecifica
373 T FGRRTLYVV 0.909 inespecifica
397 S NSATSAKDA 0.998 inespecifica
419 T VYALTVGPI 0.798 PKC

429 S YSIVSETSS 0.936 inespecifica
432 S VSETSSIRL 0.986 inespecifica
471 S AWNASGKTG 0.913 inespecifica
513 S AKRISARKF 0.983 inespecifica
525 Y HVDAYEMTP 0.878 inespecifica
532 S TPTFSMSKK 0.816 PKC

534 S TFSMSKKTH 0.979 inespecifica
539 S KKTHSS--- 0.823 inespecifica

Interessantemente, os residuos fosforilaveis Y63, S296 (funcional) e S329 foram
classificados como sendo altamente conservados entre as sequéncias previamente
utilizadas no alinhamento. Além disso, alguns dos sitios de fosforilagdo preditos fazem
parte de motivos-chave de ligacdo a agucares. Por exemplo, Y63 faz parte do motivo
GGxxxGxD, S329 participa da constituigdo do motivo YYXP/T e S432 é um dos
componentes do motivo ExxxxxxR/K. Além destes, residuos outros residuos preditos
como fosforilaveis fazem parte dos motivos-chave de ligagdo aos agucares, como o
T373, que participa do motivo D/ExxGRR e S429, que também participa do motivo
ExxxxxxR/K (Figura 12).
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Figura 12. Representacgao tridimensional da disposicdo dos sitios de fosforilagdo e dos
motivos especificos de ligacdo a acgucares. Os sitios de fosforilagdo preditos estédo
representados em preto, juntamente com os motivos especificos GGxxxGxD (vermelho), GRR/K
(azul), GR (amarelo), ExxxxxxRG (magenta), PxxPR (verde), QQLxG (ciano), YYXP/T (marrom),
D/ExxGRR (verde escuro), ExxxxxxR/K (verde-agua) e PETKG (violeta).

Para a comparacdao da estrutura dos sitios de fosforilagdo possuindo o
grupamento fosfato com o modelo selvagem do Tr69957, um modelo tridimensional
fosforilado in silico, nos 20 sitios de fosforilacdo preditos, foi construido, devidamente
validado e refinado (Figura 13). Interessantemente, alguns residuos interagem entre si
quando se apresentam fosforilados. Os residuos S429 e S432, quando fosforilados,
realizam interagdes polares entre o oxigénio do grupo carbonila da S429 e a hidroxila
do grupamento fosfato adicionado no mesmo residuo, assim como o oxigénio da
carbonila da S429 e a hidroxila do fosfato adicionado no residuo S432, e a hidroxila do
fosfato da S432 com o NH2 do mesmo residuo. Um comportamento semelhante é
observado no residuo Y525 que, apesar de estar na regido C-terminal da proteina,
realiza uma interacdo consideravelmente intima com o residuo S29, da regidao N-
terminal, fazendo uma ligagao de hidrogénio entre o oxigénio de seu fosfato e o oxigénio
do fosfato adicionado em S29. Outrossim, ao analisar o posicionamento dos sitios de
fosforilagdo preditos no modelo tridimensional do transportador Tr69957, foi possivel
verificar a presenga dos residuos fosforilaveis S260 e T373, quando fosforilados,
localizados a menos de 3,5 A de distancia das por¢des sequenciais que constituem os
motivos-chave citados acima, sendo S260 (1,7 A) passivel de interacdo com o residuo
E243 e T373 (3,2 A) com o residuo E495, sendo ambos residuos funcionais dos motivos

PxxPR e PETKG, respectivamente. A participagao de residuos fosforilaveis em motivos
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de ligacdo de acgucares ou proximos a esses motivos pode sugerir a regulagcdo do
transporte e especificidade de interagdo com certos carboidratos, visto que esses
motivos sdo citados como importantes para a especificidade e afinidade entre os
diferentes agucares do meio (CHANG et al., 2011; LLOYD et al., 2017; TSAY, 2014b;
YUAN et al., 2022).

Figura 13. Representagao tridimensional da disposi¢cdo dos sitios de fosforilagdo e dos
motivos especificos de ligagdo a agicares no modelo fosforilado in silico de Tr69957. Os
sitios de fosforilagéo preditos e fosforilados in silico estdo representados em preto, juntamente
com os motivos especificos GGxxxGxD (vermelho), GRR/K (azul), GR (amarelo), ExxxxxxRG
(magenta), PxxPR (verde), QQLxG (ciano), YYxP/T (marrom), D/ExxGRR (verde escuro),
ExxxxxxR/K (verde-agua) e PETKG (violeta).

As proteinas transmembrana tém sua estrutura estabilizada devido a sua
insercao na bicamada lipidica, que funciona como um campo de forca ao redor desta
biomolécula, proporcionando limitacao de flutuagdes na sua conformacao. Assim, é
possivel perceber que a fosforilagdo dos residuos identificados como presentes nos
segmentos posicionados na porgdo interna da proteina, ou seja, na regido
transmembrana ndo exposta a cavidades, €& bastante limitada apés a alocacéo
adequada da biomolécula na membrana celular. Embora a fosforilagcdo seja um evento
mais comumente associado com os dominios intracelulares de proteinas
transmembrana, as porgdes extracelulares dos transportadores transmembrana podem
sofrer essa modificagdo pos-traducional quando esses agem como transceptores, por

exemplo, apresentando funcao dupla. Essa fosforilagdo pode ser resultante da agao de
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proteinas quinases localizadas no meio extracelular, podendo ser ligadas a membrana
ou secretadas (CUI et al.,, 2015; TEIXEIRA et al.,, 2019). Sendo assim, na face
extracelular da proteina, foram identificados os residuos de serina nas posi¢des 397 e

471 como potenciais sitios de fosforilagao (Figura 5).

A fosforilacdo dos residuos de aminoacidos expostos ao tunel ou canal do
transportador também pode desempenhar papeis importantes, como a modulacao da
atividade do transportador (DREW; BOUDKER, 2016; YAN, 2015), impactando no
mecanismo de “gating” ou alterando as interagcdes entre as moléculas transportadas e
o transportador. As cavidades presentes no transportador Tr69957 foram identificadas
por meio da ferramenta KVfinder e, juntamente com a analise através da plataforma
CaverWeb, foi possivel a identificacdo de seis tuneis que fazem a comunicagao entre o
meio extracelular e a porcdo mais estreita do interior da proteina (Figura 14c), e sete
tuneis que fazem a comunicag¢ao do maior estreitamento interno da proteina até o meio

intracelular (Figura 15c), aqui denominados de tuneis externos e internos,

respectivamente.
(a)
Tuanel externo |[Comprimento (A) |Raio de gargalo (A)| Curvatura [N de resid Throughp
1 1.50 2.66 1.00 15.00 0.95
2 6.62 1.43 1.38 18.00 0.80
3 19.30 2.25 3.74 27.00 0.75
4 13.33 141 1.19 22.00 0.65
5 18.59 121 1.40 28.00 0.53
6 24.17 1.11 1.65 32.00 0.42
(b) Tuneis Externos
4-
i 1
3 i 2
- 1 = —=3
o 3
o 27 4
T -
X 5
14 6
0————
0 10 20

Comprimento (A)

Figura 14. Tuneis identificados no transportador Tr69957 como passiveis de comunicagao
com o meio extracelular. (a) caracteristicas dos tuneis 1 ao 6; (b) perfil dos tuneis 1 ao 6, com
variagdes nos seus comprimentos e raios; (c¢) visualizagao tridimensional da linha central de cada
um dos tuneis externos preditos.

Com relacao aos seis tuneis externos, seus comprimentos variaram de 1,5 (tunel
1) a aproximadamente 24 A (tunel 6), com menor raio de gargalo, ou seja, maximo

afunilamento de aproximadamente 1 A (tunel 6), e maior gargalo de 2,7 A (tunel 1)
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(Figura 2a-b). A analise dos possiveis tuneis formados a partir dos bolsos preditos para
o transportador Tr69957 permitiu a verificagdo dos aminoacidos que podem compd-los,
como apresentado nas Tabelas 5 e 6. Os gargalos dos tuneis mais externos a proteina
sdo compostos por uma variedade de quantidades e tipos de aminoacidos entre si,
conforme mostrado na Tabela 1, sendo os residuos T65, 166 e G69 formadores
simultaneos dos gargalos dos tuneis 1, 2 e 3, da mesma forma que o residuo N70 forma
simultaneamente os gargalos dos tuneis 1, 2, 5 e 6. O residuo W197 forma os gargalos
dos tuneis 1 e 3, enquanto os residuos L208, 1212 e Y345 originam os gargalos dos
tuneis 5 e 6. Da mesma maneira, os residuos Y328 e P330 participam dos gargalos dos
tuneis 1 e 4, sendo o residuo N348 formador do gargalo dos tuneis 1 e 2. Dentre os
aminoacidos que compdem os seis tuneis preditos, o residuo de serina na posi¢ao 329
foi verificado em todos os tuneis, sendo, além disso, predito como potencial sitio de

fosforilagao, participante do motivo de ligacdo YYxP/T e parte do gargalo do tunel 1.

Tabela 5. Residuos formadores dos tuneis que fazem comunicagido entre o centro do
Tr69957 e o meio extracelular.

Tunel 1 Tunel 2 Tunel 3 Tunel 4 Tunel 5 Tunel 6
Pos. Res. Pos. Res. Pos. Res. Pos. Res. Pos. Res. Pos. Res.
65 THRt 65 THR* 65 THR* 65 THR 65 THR 65 THR
66 ILE1 66 ILE* 66 |ILE! 66 ILE 66 ILE 66 |ILE
68 MET 67 LEU 68 MET 69 GLY 68 MET 68 MET
69 GLYT 68 MET 69 GLYT 70 ASN 69 GLY 69 GLY
70 ASNT 69 GLYT* 70 ASN 197 TRP 70 ASN! 70 ASN?
102 ASN 70 ASN* 72 PHE 201 GLN 102 ASN 71 PHE
197 TRPT 71 PHE 102 ASN 327 ALA 197 TRP 73 GLY
201 GLN 102 ASN 103 MET 328 TYR! 201 GLN 74 TYR
325 SER 197 TRP 105 SER 329 SER* 202 PHE 75 PRO

328 TYR! 201 GLN 106 THR 330 PRO'! 204 ALA 102 ASN
329 SER* 208 LEU 159 GLN 331 SER 205 ALA 197 TRP
330 PRO! 325 SER 166 TRP 346 GLN 206 GLY 201 GLN

331 SER 328 TYR 197 TRP! 347 LEU 208 LEU* 202 PHE
348 ASN! 329 SER* 201 GLN 348 ASN 209 GLU 204 ALA
456 GLN 330 PRO 319 GLN 349 LEU 212 |ILE* 205 ALA

331 SER 320 ILE 350 GLY 325 SER 206 GLY
348 ASN! 324 SER 351 GLY 328 TYR 208 LEU?
456 GLN 325 SER 352 THR 329 SER* 209 GLU
328 TYR 354 |ILE 330 PRO 212 |ILE!
329 SER* 409 CYS 331 SER 325 SER
330 PRO 410 |ILE 344 ALA 328 TYR
348 ASN 413 LEU 345 TYR! 329 SER*

416 TYR 346 GLN 330 PRO
448 TYR 347 LEU 331 SER
449 GLN 348 ASN 344 ALA
452 ASN 349 LEU 345 TYR?!
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456 GLN 352 THR 346 GLN
456 GLN 347 LEU

348 ASN

349 LEU

352 THR

456 GLN

* residuos preditos como fosforilaveis;
! residuos preditos como gargalos dos referidos tuneis.

Ao analisar os tuneis externos do transportador Tr69957, é possivel perceber
que o motivo YYXP/T (YSPS) esta presente em todos os tuneis preditos, contendo o
residuo fosforilavel S329 em sua sequéncia. Além disso, no tunel 3, é possivel encontrar
0 aminoacido Q159 e os residuos Q319 e 1320, participantes dos motivos GR (GQ) e
QQLxG (QILSG), respectivamente. Da mesma maneira, ao verificar os residuos
fosforilaveis capazes de realizar interacdes polares (<3,0 A) com os aminoacidos que
compdem os tuneis externos preditos, constata-se que Y63 interage com a 166 (2,6 A)
dos tuneis 1, 2, 3, 5 e 6, além de interagir com a L67 (2,4 A) do tunel 2. Além deste, o
residuo S340 pode interagir com a A344 (2,7 A) dos tuneis 5 e 6, enquanto a T419
interage com Y416 (2,6 A) no tanel 3 (Figura 15).
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Figura 15. Ocupacgao dos tiuneis que fazem comunicagido entre o centro da proteina e o
meio extracelular em Tr69957. Em vista frontal e superior. Os residuos fosforilaveis estdo
indicados por setas. Azul: tunel 1, verde: tinel 2, vermelho: tunel 3, ciano: tunel 4, amarelo: tdnel
5, fucsia: tanel 6.
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A andlise dos sete tuneis internos mostrou uma variagdo de 10,6 A (tunel 1) a
37,9 A (tunel 7) de comprimento, com raio de maximo estreitamento variando entre 0,9
A (tuneis 4, 5,6 e 7) e 1,3 A (tunel 1) (Figura 16). Como observado na Tabela 6, dentre
0s aminoacidos que participam na formagao dos sete tuneis aqui identificados, o gargalo
do tunel 1 &€ composto pelos residuos A28, S29, D30, E32, H33, T183, M279, T500 e
Y525, enquanto o gargalo do tunel 2 é constituido por E24, N27, A28, S29, E31, K268,
D271, G275 e Q276, o estreitamento do tunel 3 pelos residuos S29, M279, T500, E502,
E503, A524 e Y525, enquanto o gargalo do tunel 4 é composto por S43, N44, L264,
G265, G266, N267, K268 e Q276. Os tuneis internos 5, 6 e 7 compartilham do mesmo
estreitamento, sendo esse gargalo constituido pelos residuos S29, M279, H282, T283,
T500, E502, E503, 1506, A524 e Y525. De todos estes residuos que constituem regides
de gargalo dos tuneis internos, os residuos S29 (tuneis 1, 2, 3,5,6 e 7), S43 (tunel 4) e

Y525 (tuneis 1, 3, 5, 6 e 7) foram preditos como passiveis de fosforilagao.

(a) (c) )
Tanel interno| Comprimento (A) | Raio de gargalo (A)| Curvatura |Nimerode resid Throughp : L
1 10.56 1.27 1.38 22 0.61
11.71 117 1.2 24 0.57
12.8 1.04 141 27 0.51
14.99 0.92 144 28 0.41
29.11 0.92 1.32 39 0.32
32.57 0.92 1.38 43 0.25
37.89 0.92 1.96 44 0.14

N v A wN

(b)

Tuaneis Internos

~N OO O A ON -

0 ]
0 10 20 30 40 —

Comprimento (A)

Figura 16. Tuneis identificados no transportador Tr69957 como passiveis de comunicagao
com o meio intracelular. (a) caracteristicas dos tuneis 1 ao 7; (b) perfil dos tuneis 1 ao 7, com
variagdes nos seus comprimentos e raios; (¢) visualizagao tridimensional da linha central de cada
um dos tuneis internos preditos.

Tabela 6. Residuos formadores dos tiineis que fazem comunicagao entre o centro do
Tr69957 e o meio intracelular.

Tunel 1 Tunel 2 Tlnel 3 Tunel 4 Tunel 5 Tunel 6 Tanel 7

Pos. Res. Pos. Res. Pos. Res. Pos. Res. Pos. Res. Pos. Res. Pos. Res.

25 ALA 24 GLU* 25 ALA 28 ALA 3 GLU 1 MET 6 ILE
28 ALA* 25 ALA 26 LYS 29 SER* 6 ILE 2 ALA 25 ALA
29 SER* 26 LYS 28 ALA 32 GLU 25 ALA 3 GLU 28 ALA
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30
31
32
33
44
181
182
183
184
246
261
268
276
279
280
500
501
502
525

ASP?!
GLU
GLU?
HISt
ASN
CYS
PRO
THR?
ASN
TRP
LEU
LYS
GLN
MET?
MET
THR?
TYR
GLU
TYR*!

27
28
29
31
32
44
181
182
183
184
246
261
268
271
272
273
275
276
279
280
501

ASN?
ALA?
SER*!
GLU?
GLU
ASN
CYS
PRO
THR
ASN
TRP
LEU
LYS?
ASP?
GLN?
ILE
GLY?
GLN?
MET
MET
TYR

29 SER*

32
44
179
180
181
182
183
184
186
246
261
268
276
279
280
283
434
500
501
502
503
524
525

GLU
ASN
GLU
VAL
CYS
PRO
THR
ASN
ARG
TRP
LEU
LYS
GLN
MET?
MET
THR
ILE
THR?
TYR
GLU
GLU?
ALA?
TYR*?

35
42
43
44
45
47
180
181
182
183
184
246
261
264
265
266
267
268
269
272
273
276
279
280
501

GLN
LYS
SER*!
ASN?
ARG
ALA
VAL
CYS
PRO
THR
ASN
TRP
LEU
LEU
GLY?
GLY?
ASN?
LYS?
SER
GLN
ILE
GLN?
MET
MET
TYR

28

29 SER*

32
44
179
180
181
182
183
184
186
246
261
268
276
279
280
282
283
286
434
500
501
502
503
506
510
522
523
524
525
526
527
528
529
530

ALA

GLU
ASN
GLU
VAL
CYS
PRO
THR
ASN
ARG
TRP
LEU
LYS
GLN
MET?
MET
HISt
THR?
ILE
ILE
THR?
TYR
GLU?
GLUt
ILE?
LYS
VAL
ASP
ALA?
TYR*!
GLU
MET
THR
PRO
THR

5
6
25
28
29
32
44
179
180
181
182
183
184
186
246
261
268
276
279
280
282
283
286
290
292
304
308
434
500
501
502
503
505
506
509
510
511
523
524
525

ASN
ILE
ALA
ALA
SER*?
GLU
ASN
GLU
VAL
CYS
PRO
THR
ASN
ARG
TRP
LEU
LYS
GLN
MET?
MET
HISt
THR?
ILE
GLN
LYS
THR
ARG
ILE
THR?
TYR
GLU?
GLUt
ASP
ILE?
ALA
LYS
ARG
ASP
ALA?
TYR*!

29

32

44
124
179
180
181
182
183
184
186
246
250
251
261
268
276
279
280
282
283
284
285
286
287
288
290
295
308
433
434
435
436
500
501
502
503
505
506
524
525

SER*!
GLU
ASN
SER
GLU
VAL
CYS
PRO
THR
ASN
ARG
TRP
ARG
ARG
LEU
LYS
GLN
MET?
MET
HISt
THR?
VAL
ASN
ILE
GLU
GLN
GLN
LYS
ARG
SER
ILE
ARG
LEU
THR?
TYR
GLU?
GLUL
ASP
ILE?
ALA?
TYR*!

* residuos preditos como fosforilaveis;
1 residuos preditos como gargalos dos referidos tineis.

E interessante notar que os motivos-chave visualizados nas Figuras 8 e 9 se

situam nas regides de possivel comunicacdo entre os tuneis externos e internos,

localizados cerca das porgdes de estreitamento dos mesmos. Dentre os residuos que

compdem gargalos dos 7 tuneis internos, verifica-se que alguns fazem parte de motivos-

chave de ligagéo a agucares, sendo o motivo ExxxxxxRG (EVCPTNLRG) representado

em todos os tuneis internos, assim como acontece com o residuo W246, parte do motivo
PxxPR (PESPW). Além desses, A 1434, parte do motivo ExxxxxxR/K (ETSSIRLR, é
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observada como parte dos tuneis 3, 5 6 e 7, sendo este ultimo constituido também por
S433, R435 e L436, do mesmo motivo. Da mesma forma, analisando-se os residuos
fosforilaveis em um espaco de 3,0 A com relacdo aos residuos que fazem parte dos
tuneis internos, foi constatada somente a presenga de S260, que faz uma interagao
polar com L264 (2,0 A), do tunel 4 (Figura 17). Assim, levando em consideracdo a
presenca de residuos fosforilaveis vicinais e/ou adjacentes aos tuneis internos e
externos, além da participagdo destes nas regides de estreitamento dos mesmos, é
possivel sugerir que a fosforilacgdo pode ser essencial para a seletividade do

transportador.

Figura 17. Ocupacao dos tuneis que fazem comunicagao entre o centro da proteina e o
meio intracelular em Tr69957. Em vista frontal e superior. Os residuos fosforilaveis estao
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indicados por setas. Azul: tunel 1, verde: tunel 2, vermelho: tunel 3, ciano: tinel 4, amarelo: tunel
5, fucsia: tunel 6, violeta: tunel 8.

Além disso, a fosforilagao de residuos dos tuneis da proteina transmembrana ou
préximos a eles poderia induzir mudangas conformacionais que podem facilitar a ligagao
de proteinas regulatérias ou modular a interagdo com proteinas envolvidas na
transducao de sinais, um mecanismo intracelular (PEDERSOLI et al., 2021; TAMAYO
ROJAS et al., 2021). A fosforilacdo esta envolvida como participante na indugcdo de
cascatas de transducido de sinal, afetando direta ou indiretamente a producido de
enzimas, inclusive de celulases e hemicelulases, e normalmente se encontra em sitios
de fosforilagdo compostos por multiplos aminoacidos proximos entre si em regides
desordenadas da proteina, ou seja, de conformacdo menos especificas, como os
“loops”. No caso do Tr69957, é possivel verificar situagao semelhante com os residuos
de aminodcidos localizados na por¢ao C-terminal da proteina (S513, Y525, S532, S534
e S539), uma regido altamente desordenada e com menor impedimento fisico para a
ocorréncia de flutuagcbes em sua conformacgao, influenciando na sua interacdo com

outras proteinas participantes de vias de sinalizagao.

c. Andlises de docking e transporte in silico de Tr69957

A fosforilagdo das porgdes externas da proteina transmembrana pode afetar sua
atividade transportadora por influenciar sua afinidade com o ligante e, somando-se com
a possibilidade de a adicdo de grupamentos fostato em residuos de aminoacidos
expostos aos seus tuneis poder afetar substancialmente a seletividade do transportador
pelo substrato a ser transportado, criando novos sitios de ligagdo ou modificando os ja
existentes (BERGDAHL et al., 2013; CAO et al., 2011; HUMPHREY; JAMES; MANN,
2015; VERCOE; KOCHERGINSKAYA; WHITE, 2003), as analises de docking foram
realizadas com o intuito de comparar-se a afinidade dos carboidratos celobiose, frutose,
lactose, trealose, xilose, maltose e manose entre as proteinas fosforiladas in silico nos

20 sitios de fosfoilagao preditos contra o0 modelo tridimensional selvagem de Tr69957.

Primeiramente, para a validacdo dos estudos de docking in silico aqui
mencionados, foi utilizada a estrutura resolvida do transportador GLUT3 de Homo
sapiens ligada a maltose (4ZWC) e a glicose (4ZW9), visto que, além de este
transportador ter sido o com maior identidade ao Tr69957, possuindo estrutura
tridimensional determinada, ele (4ZW9) apresentou o maior escore Z (Z-score) na
analise realizada pela ferramenta Dali (39,2). Assim, a validacao do docking foi realizada
por meio das metodologias de re-docking e cross-docking, permitindo o seguimento do

processo. A re-docagem da glicose na estrutura 4ZW9 resultou em um RMSD de 0,39
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A entre a glicose de referéncia (cristalografada juntamente com a estrutura proteica de
GLUT3) e a molécula cujo docking foi realizado novamente, apresentando somente uma
interacado adicional entre dois doadores, sendo nao favoravel, conforme ilustrado na
Figura 18.
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Figura 18. Re-docking de 4ZW9 com glicose. Comparagao entre as duas glicoses (docada e
redocada) juntamente com a representagéo tridimensional de suas interagdes com os residuos
que compdem a proteina.

Da mesma forma, a re-docagem da maltose na estrutura 4ZWC resultou em um
RMSD de 1,69 A, conforme a Figura 19, havendo a perda da interagdo com Q280,
apenas. Dessa maneira, os experimentos de docking foram inicialmente validados no
software AUTODOCK4.
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Figura 19. Re-docking de 4ZWC com maltose. Comparagao entre as duas maltoses (docada
e redocada) juntamente com a representagéao tridimensional de suas interagdes com os residuos
que compdem a proteina.

Ao realizar a docagem molecular, € possivel perceber que, comprovando a
descricao primaria do Tr69957, ha maior afinidade pelo transporte de maltose, quando
se analisa a interacdo dos mono e dissacarideos com a regido dos tuneis externos do
transportador. Celobiose e Lactose sdo os agucares de menor afinidade nesta regiao,
seguidos de manose, frutose e xilose (Figura 20a). Interessantemente, o residuo S329,
componente do gargalo dos tuneis do transportador Tr69957, além de ser um residuo
fosforilavel, foi verificado como passivel de interacdo com todos os dissacarideos,
indicando sua importancia na seletividade dos carboidratos.Ao considerar a interacao
entre os mono e dissacarideos aqui estudados com as porcdes mais externas do
transportador, ou seja, os dominios completamente extracelulares, foi percebido que o
mesmo padrao da interagdo com os tuneis se mantém, apesar de a afinidade de todas
as posicoes observadas na analise de docagem molecular referente a celobiose e a
xilose ter melhorado, o contrario foi observado com a trealose (Figura 20b). Nessas
interacdes, foram observados alguns aminoacidos como sitios de fosforilagao preditos,
como S340, que interage com diversas posi¢coes obtidas para celobiose, xilose, manose
e frutose, S471, que interage com trealose,além de S397, que interage com frutose.
Interessantemente, a analise de docking demonstrou que esse padrdo de interagdes
entre os agucares e o Tr69957 muda quando se trata dos dominios intracelulares da
proteina. A afinidade com a maltose é bastante diminuida, sendo que a afinidade com

0s monossacarideos € consideravelmente aprimorada. Dos residuos preditos como
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fosforilaveis, S532 e S534 foram identificados como importantes para a interagdo com

lactose e trealose, respectivamente (Figura 20c).
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Figura 20. Docking de mono e dissacarideos com o Tr69957. Docagem realizada na regiao
do tunel do transportador (a), no dominio extracelular (b) e no dominio intracelular (c).

Além da docagem, também foi analisada a capacidade de transporte in silico,
mais especificamente, a internalizacdo dos carboidratos pelos tuneis identificados pelas
ferramentas computacionais, sendo possivel perceber que a maioria dos acucares
diminuem a energia de ligagdo ao transportador ao internalizar a célula, com excegao
da lactose (Figura). Interessantemente, em nosso estudo, a lactose € um dos

dissacarideos que possui menor energia livre de interagao com o transportador Tr69957.

Com relacao aos sitios fosforilaveis localizados no dominio intracelular, analises
NMA demonstraram que essa porcao é altamente flexivel. Portanto, verificamos as
possiveis interacbes que o Tr69957 pode realizar com outras proteinas e,
interessantemente, é possivel notar que este transportador interage com outros
transportadores MFS, fazendo-nos sugerir uma regulagédo de rede de transportadores,
devido a promiscuidade do mesmo. Além disso, a docagem molecular do modelo
fosforilado in silico, considerando o dominio intracelular, demonstrou que ha um
aumento drastico da afinidade por maltose, sugerindo uma modificagdo conformacional

na proteina (Figura 21).
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Figura 21. Docking de mono e dissacarideos com a regiao interna do Tr69957 fosforilado
in silico

Levando em consideragédo todos esses resultados, sugerimos que o residuo
S329 possa funcionar como um mecanismo de gating quando fosforilado, sendo que a
fosforilagdo dos residuos da por¢ao C-terminal podem funcionar como reguladora de

sensing de carbono.

d. Expressao heteréloga

Apesar de ter sido possivel amplificar os fragmentos para a construgdo dos
mutantes pontuais (Figura), embora as inumeras tentativas, ndo foi possivel a
construgao dos mutantes para o Tr69957 em S. cerevisiae. Nossa hipétese gira em torno
de que a mutagao pontual para alanina, embora induza alteragdes na interacdo com
carboidratos, como demonstrado na Figura, desestabilize a estrutura proteica, conforme

as variagdes de energia apresentadas na Tabela.
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Figura 22. Amplificagcdo de fragmentos para a constru¢dao de mutantes pontuais de
Tr69957.

Tabela 7. Variagdao de energia interna da proteina Tr69957 para avaliagao da estabilidade
proporcionadas pelas mutagdes pontuais miméticas de alanina.

MUTANTE ESTABILIDADE (KCAL/MOL) ENTROPIA WTXMUT (KCAL/MOL/K)

S11A -0.294 0.311
S29A 0.777 0.363
S43A 0.969 -0.268
YG63A -2.671 1.719
Y192A -0.707 1.149
S260A 0.538 -0.060
S296A 0.236 0.042
S329A 0.806 0.132
S340A 0.690 -0.016
T373A -0.612 0.433
S397A 0.311 -0.026
T419A -0.807 0.249
S429A 1.087 0.281
S432A 0.012 0.011
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S471A
S513A
Y525A
Y532A
Y534A

Y539A

0.819
0.267
-1.323
0.167
0.683
-0.221

-0.352
0.136
0.711
0.250
0.280

0.586
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5. DISCUSSAO

Os fungos filamentosos s&o conhecidos por sua habilidade de degradar
polissacarideos complexos presentes na biomassa vegetal. Entretanto, para que esses
polissacarideos complexos possam ser consumidos, eles necessitam ser convertidos
em acucares menores e metabolizaveis, como 0os mono e dissacarideos. Esses
agucares simples servem como fonte primaria de carbono durante o crescimento e
metabolismo fungico. Os mono e disscarideos s&o transportados através da membrana
celular por meio de transportadores transmembrana especificos, como o Tr69957.
Assim,a habilidade de fungos filamentosos, como o Trichoderma reesei, degradarem a
biomassa lignoceluldsica de forma eficiente depende da internalizagcdo dos agucares

mais simples.

A analise estrutural de Tr69957 resultou na verificacdo de baixa conservacao dos
aminoacidos que compdem as sequéncias primarias dos transportadores do tipo MFS,
porém com a estrutura altamente conservada, especialmente no que diz respeito aos
dominios transmembrana. Assim como outros (DANG et al., 2010; IANCU et al., 2013;
JIANG et al., 2019, 2020; KIMANIUS; LINDAHL; ANDERSSON, 2018; NIJLAND et al.,
2014; PARK, 2015; ROTTMANN et al., 2016; SIMPSON et al., 2008; THORENS, 2015),
o Tr69957 é composto por 12 hélices transmembrana, com pouca possibilidade de
comparacgao de sua sequéncia aminoacidica, como pdde ser observado no alinhamento
de sequéncias. Isso se deve ao fato de os transportadores MFS estarem envolvidos no
transporte de uma variedade de substratos, mesmo que sua funcionalidade seja mantida
através de diferentes organismos (PENG et al., 2018; VISHWAKARMA et al., 2018).
Porém, apesar dessas diferengas, ja que a funcionalidade deve ser mantida, a
conservagao das hélices transmembrana de modo a formar uma cavidade hidrofilica
para interagdo com os agucares substratos é fundamental (DREW et al., 2021). Em
Tr69957, as cavidades hidrofilicas formadas no transportador e analisadas neste estudo
sdo compostas por diversos aminoacidos de cadeias laterais hidrofilicas, tanto na
porcao intracelular como na porgao extracelular, o que possibilita a sugestdo de que
essa estrutura € mantida, apesar das diferengas na sequéncia primaria com relagao a

outros transportadores.

Além da estrutura, a fungao de transportador de agucares € mantida por meio da
conservacao de certos residuos de aminoacidos que constituem motivos de ligagao aos
carboidratos. Joost e Thorens (2001) identificaram alguns motivos que servem como
assinaturas bem definidas de ligacdo a carboidratos (JOOST, THORENS, 2001).
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Tr69957 possui varios dos residuos que compdem esses motivos bem preservados
evolutivamente. Assim, apesar de ser um transportador primordialmente descrito como
possuidor da funcéo de transportar maltose, a presenca da variedade de motivos de
ligacdo sugere uma promiscuidade em sua funcao. Esse fato é corroborado com os
achados de Nogueira e colaboradores (2018), que verificaram a capacidade desse
transportador internalizar ndo somente a maltose, mas outros dissacarideos, como a
lactose e a celobiose, e monossacarideos como a frutose, xilose e manose (NOGUEIRA
et al., 2018a).

Além disso, assim como outros fungos filamentosos (NOGUEIRA et al., 2020;
PENG et al.,, 2018; PERLIN; ANDREWS; SAN TOH, 2014; WANG et al.,, 2023a),
Trichoderma reesei nao possui excesso de transportadores identificados ou
caracterizados. Isso pode sugerir uma redundancia funcional, como acontece com
Saccharomyces cerevisiae, por exemplo, que, para inibir completamente a captacao de
hexoses, € necessaria a delecdo de 20 transportadores de agucares, ou seja, a
promiscuidade pode ser uma caracteristica fundamental desse tipo de proteina
(WIECZORKE et al., 1999).

Alguns estudos demonstram que certos residuos de aminoacidos sao
importantes para a interacdo com os carboidratos e que a mutagao destes, mesmo que
pontual, pode alterar significativamente a seletividade e afinidade dos transportadores
com os agucares (KAKARLA et al., 2017; KUMAR et al., 2016; MADEJ; KABACK, 2013;
QUISTGAARD et al., 2013; YOUNG et al., 2014). Nosso trabalho demonstrou que a
adicdo do grupamento fosfato ter esse mesmo efeito. Sugere-se que fosforilagdo do
transportador Tr69957 pode impactar a seletividade da captacdo dos aglcares pela
mudancga conformacional ou pela estéreo-e