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ANALISES IN SILICO DAS BETA-LACTAMASES DO TIPO TEM
IN SILICO ANALYSIS OF BETA-LACTAMASES OF TEM TYPE

Damara Freitas Rodrigues
Daniela Santos Pontes

RESUMO

As beta-lactamases do tipo TEM sdo enzimas produzidas por bactérias, sendo
comumente encontradas em bactérias gram-negativas. Essas enzimas conferem
resisténcia bacteriana aos antibioticos beta-lactamicos, pois atuam eficientemente na
clivagem do anel beta-lactamico que os constituem. As enzimas TEM sdo uma das
mais prevalentes em bactérias resistentes e podem apresentar multiplas alteracées
em seus residuos de aminoacidos que podem levar ao aumento do seu espectro de
acdo. Considerando que os beta-lactamicos sdo um dos principais grupos de
antibioticos disponiveis para o uso clinico, que a resisténcia é um atual problema
mundial, e que as enzimas TEM apresentam uma alta plasticidade fenotipica,
capazes de evoluir para formas que acarretam maior resisténcia, este estudo teve
como objetivo realizar analises in silico comparativas entre as variantes das enzimas
TEM beta-lactamases. Para isso, foram selecionadas sequéncias de aminoacidos
das beta-lactamases TEM disponiveis no Banco de Dados Nacional de Organismos
Resistentes a Antibidticos (NDARO) do NCBI. As sequéncias foram alinhadas com o
auxilio do programa MAFFT para identificagdo de regides de similaridade, como
também para identificacdo das posi¢cdes dos residuos variaveis dessas enzimas e as
suas respectivas substituicbes de aminoacidos. A partir dessas andlises foi feito o
levantamento de uma tabela de mutacdo destacando os principais residuos dessas
enzimas que sofrem substituicdes de aminoacidos e a substituicdo observada para
cada variante em comparacdo com a enzima TEM-1, primeira enzima dessa familia
identificada em bactérias. Pela analise do alinhamento das sequéncias foi observada
a presenca dos principais motivos conservados caracteristicos das beta-lactamases
da classe, além de serem identificadas quinze posi¢des de residuos de aminoacidos
que sdo frequentemente substituidos, sendo essas substituicbes associadas ao
funcionamento das enzimas. Foram realizadas andlises filogenéticas através do
método de agrupamento de vizinhos para comparar as variantes TEM e identificar a
similaridade entre elas, através das analises filogenéticas foi observado uma alta
similaridade entre as sequéncias das enzimas TEM. Para avaliacdo de relacdes
evolutivas entre as sequéncias, o método filogenético mostrou ser inconclusivo para
esse tipo de estudo devido a extrema similaridade entre as sequéncias. As enzimas
TEM sao uma das beta-lactamases que evoluem mais rapido e apresentam residuos
e motivos que sdo cruciais para a sua funcionalidade, analisar a variagdo presente
nesses residuos e sua importancia para variacdo na atividade da enzima é
fundamental para o melhoramento e desenvolvimento de farmacos que sejam
capazes de impedir que essas enzimas promovam resisténcia bacteriana.

Palavras-chave: Variantes TEM. Beta-lactamase. Beta-lactamicos.

" Graduanda do curso de Ciéncias Bioldgicas (damarafreitasl9@gmail.com).
Doutora em genética (danisp_bio@yahoo.com.br).



ABSTRACT

TEM-type beta-lactamases are enzymes produced by bacteria, and are commonly
found in gram-negative bacteria. These enzymes confer bacterial resistance to beta-
lactam antibiotics, since they act efficiently in the cleavage of the beta-lactam ring
that constitute them. TEM enzymes are one of the most prevalent in resistant
bacteria and may exhibit multiple changes in their amino acid residues that may lead
to an increase in their action spectrum. Considering that beta-lactams are one of the
main groups of antibiotics available for clinical use, that resistance is a current
worldwide problem, and that TEM enzymes have a high phenotypic plasticity, able to
evolve to forms that lead to greater resistance, this The aim of this study was to carry
out comparative in silico analyzes between the variants of the TEM beta-lactamases
enzymes. For this, amino acid sequences of the TEM beta-lactamases available from
NCBI's National Database of Antibiotic Resistant Organisms (NDARO) were selected.
The sequences were aligned with the aid of the MAFFT program to identify regions of
similarity, as well as to identify the positions of the variable residues of these
enzymes and their respective amino acid substitutions. From these analyzes, a
mutation table was surveyed highlighting the main residues of these enzymes that
undergo amino acid substitutions and the observed substitution for each variant
compared to the TEM-1 enzyme, the first enzyme of this family identified in bacteria.
Sequence alignment analysis showed the presence of the main preserved motifs
characteristic of the beta-lactamases of the class, in addition to identifying fifteen
positions of amino acid residues that are frequently substituted, these replacements
being associated with the functioning of the enzymes. Phylogenetic analyzes were
performed using the neighbors clustering method to compare the TEM variants and
to identify the similarity between them. Through the phylogenetic analysis a high
similarity was observed between the sequences of the TEM enzymes. For the
evaluation of evolutionary relationships between sequences, the phylogenetic
method proved to be inconclusive for this type of study due to the extreme similarity
between the sequences. TEM enzymes are one of the fastest evolving beta-
lactamases and present residues and motifs that are crucial to its functionality, to
analyze the variation present in these residues and its importance for variation in
enzyme activity is fundamental for the improvement and development of drugs that
are able to prevent these enzymes from promoting bacterial resistance.

Keywords: TEM variants. Beta-lactamase. Beta-lactams.
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1 INTRODUCAO

Os antibidticos beta-lactamicos foram os primeiros a serem clinicamente
utilizados no tratamento de infeccbes bacterianas, e ainda sdao um dos mais
prescritos aos humanos e aos animais, devido a sua eficiéncia e baixa toxicidade.
Atuam interrompendo a formacdo da parede celular bacteriana, ligando-se
covalentemente as proteinas essenciais de ligagdo a penicilina (PBP’s) ou
transpeptidases, que séo responsaveis pela sintese dos peptidoglicanos (BARLOW;
HALL, 2002; LACHMAYR et al., 2009; PALZKILL, 2018). Porém o0 uso intensivo
desses e outros antimicrobianos nas mais diversas areas (agricultura, aquicultura,
pecuaria, clinica, etc.), com finalidades que vai desde o tratamento terapéutico ao
tratamento profilatico, promoveram o surgimento e disseminacdo de genes
resistentes entre varias espécies bacterianas presentes nos mais diversos
ambientes (AMINOV; MACKIE, 2007).

A producdo de enzimas beta-lactamases, codificadas por genes de
resisténcia, consiste no principal mecanismo bacteriano de resisténcia aos
antibioticos beta-lactamicos. Por isso, tem sido de grande preocupacdo a saude
publica, pois as infeccbes ainda sdo uma das maiores causadoras de mortalidade,
enguanto que o descobrimento de novos antibi6ticos tem decaido (BARLOW; HALL,
2002; BAYM; STONE; KISHONY, 2016).

As enzimas beta-lactamases inativam o antibiotico hidrolisando a ligacéo
amida do anel beta-lactamico, caracteristico desses compostos, impedindo-os de se
ligarem as PBP’s e realizarem a sua fungéo. As beta-lactamases mais comuns sao
as do tipo TEM e SHV, as quais também sao as principais responsaveis por produzir
beta-lactamases de espectro estendido (ESBLS), que sédo capazes de inativar todos
0s antibidticos beta-lactamicos, exceto os carbapenémicos (MAJIDUDDIN;
PALZKILL, 2003; ROBIN et al., 2007b; MOOSAVIAN; DEIHAM, 2012; BAJPAI et al.,
2017).

Muitos dos genes que codificam as beta-lactamases sado encontrados em
elementos genéticos méveis como: plasmideos, transposons, integrons, sequéncias
de insercéo e elementos integrativos sendo potencialmente sujeitos a transferéncia
génica horizontal (TGH), desta forma a TGH é um importante mecanismo na
disseminacéo da resisténcia aos antibioticos beta-lactamicos (DAVIES. J; DAVIES.
D, 2010; GAZE et al., 2013; GILLINGS, 2013; AZEVEDO, 2014; PERRY;
WESTMAN; WRIGHT, 2014; BAYM; STONE; KISHONY, 2016; BRANDT et al.,
2017; COLAVECCHIO et al., 2017).

Os genes blaTEM codificam as enzimas TEM beta-lactamases. Atualmente
existem 236 variantes de TEM-1, a primeira TEM identificada
(http://bldb.eu/BLDB.php?prot=A#TEM). As diversas variantes das enzimas TEM
beta-lactamases sdo o resultado de uma evolucdo natural, frente & pressao seletiva
da exposicdo continua aos beta-lactamicos. Sendo assim, as ferramentas de
bioinformética vém sendo importantes para a compreensdo e monitoramento dos
genotipos de resisténcia bacteriana, permitindo uma maior compreenséo do papel
das mutacdes e dos mecanismos de resisténcia (ABRIATA; PALZKILL; PERARO,
2015).

Gracas ao melhoramento e desenvolvimento de novos softwares aliado as
técnicas moleculares e bioquimicas tornou-se possivel entender a importancia de
muitos residuos e motivos conservados de diversas classes de enzimas, como
também compreender os efeitos das alteracdes dos residuos na atividade funcional
proteica. O conhecimento sobre os residuos mais conservados e variaveis da TEM e
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sua relacdo com a resisténcia aos beta-lactamicos € importante para compreensao
de mecanismos de inibicdo dessas enzimas.

Sendo assim, o objetivo desse trabalho foi realizar andlises in silico baseadas
no alinhamento das sequéncias proteicas e na filogenia das enzimas TEM-1 e suas
variantes para exploracdo de aspectos filogenéticos, moleculares, estruturais e
funcionais das enzimas TEM beta-lactamases.

2 REFERENCIAL TEORICO
2.1 Antibiéticos beta-lactamicos

O termo “antibiético” foi proposto pela primeira vez por Selman Abraham
Waksman em 1942, definindo-o como wuma substancia produzida por
microorganismos que afetam a sobrevivéncia ou o0 crescimento de outros
microorganismos, termo utilizado ainda hoje, mas os antibidticos atuais também
incluem os semissintéticos e sintéticos (YAZDANKHAH et al., 2013).

O primeiro antibiotico foi identificado no ano de 1928, pelo cientista britanico
Alexander Fleming durante seus experimentos, quando uma cultura de
Staphylococcus foi contaminada por fungos do género Penicillium, que produziam
uma substancia denominada penicilina, que era capaz de inibir o crescimento
bacteriano. No final de 1930, Howard Florey e colaboradores fizeram experimentos
utilizando a penicilina em ratos infectados com Streptococcus spp. e obtiveram
resultados significativos no tratamento da infeccdo. A penicilina passou a ser
utilizada no tratamento em seres humanos apenas, a partir de 1941, na Inglaterra
(YAZDANKHAH et al., 2013).

A penicilina é um antibiético beta-lactamico que apresenta em sua estrutura
quimica um anel beta-lactamico, formado por trés atomos de carbono e um de
nitrogénio (Figura 1), a cadeia lateral ligada a esse anel determina o espectro de
acao do antibidtico e suas propriedades farmacoldgicas (AZEVEDO, 2014).

Figura 1 — Anel beta-lactamico, caracteristico do grupo

H H
C—C
LC—N

O
Fonte: Azevedo (2014).

Nos anos posteriores a aplicagdo da penicilina, a busca e o descobrimento de
novos antibidticos cresceram amplamente. Inclusive novos antibiéticos beta-
lactamicos foram produzidos para estenderem o efeito de agdo das penicilinas
originais, para agirem tanto contra bactérias gram-positivas como para gram-
negativas. No inicio da década de 80, apds o descobrimento das cefalosporinas C
em 1953 por Guy Nexton e Edward Abraham, foram desenvolvidos beta-lactamicos
de amplo espectro, por exemplo, ceftazidima, cefotaxima e aztreonam, analogos as
cefalosporinas C e a ampicilina (LACHMAYR et al., 2009; AZEVEDO, 2014).
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Os antibidticos beta-lactamicos sdo um dos mais prescritos para o tratamento
de infeccOes bacterianas e representam cerca de 65% do uso mundial de
antimicrobianos. Atuam impedindo a formacdo da parede celular bacteriana
(BARLOW,; HALL, 2002; LACHMAYR et al, 2009; LUPOLI et al, 2011;
SALAHUDDIN; KHAN, 2014; BUTHANI et al., 2015; PALZKILL, 2018).

Outras classes de antibioticos beta-lactdmicos sdo: as cefalosporinas, o0s
carbapenémicos e os monobactamicos. Os inibidores de beta-lactamases (acido
clavulanico, sulbactan e tazobactan) também sdo considerados beta-lactamicos por
possuirem estrutura quimica basica comum, mas ndo possuem atividade
antimicrobiana; podem ser aplicados em associa¢cdo com esses antibioticos, pois se
ligam de forma irreversivel as beta-lactamases e previnem a hidrolise dos beta-
lactamicos (RUDGERS; PALZKILL, 1999; AZEVEDO, 2014).

Porém, a exposicdo frequente e intensiva das bactérias a esses e outros
antimicrobianos promoveu pressao seletiva e fez com que essas desenvolvessem
meétodos cada vez mais eficientes para poderem inativa-los e sobreviverem.

2.1.1 Mecanismos de resisténcia bacteriana aos beta-lactamicos

Os principais mecanismos bacterianos de resisténcia aos antibidticos beta-
lactimicos sdo: 1. inativacdo do antibidtico, por enzimas beta-lactamases; 2.
alteracdo do sitio de ligacdo do antibidtico, quando ocorre a modificacdo das
proteinas de ligacdo a penicilinas (PBP’s); 3. impermeabilidade da membrana
externa ao antibiotico, através da reducdo de porinas na membrana celular; e 4.
superexpressao de bombas de efluxo na membrana, expulsando o antimicrobiano
de dentro da célula. Dentre esses mecanismos de resisténcia 0 mais comum € a
producdo bacteriana de enzimas beta-lactamases. Essas enzimas tém atraido muita
atencdo devido a sua importancia clinica e ao seu interesse ecoldgico e evolutivo.
As beta-lactamases sédo produzidas por uma grande diversidade de bactérias e
variam em suas propriedades enziméaticas e moleculares (FUCHS, 1994; AMBLER,
1980).

Acredita-se que as beta-lactamases possam ter evoluido a partir das PBP’s
(inclusive por semelhancas estruturais observadas entre elas) e que essas, existam
antes da “era antibiética”, pois alguns microorganismos, como bactérias e fungos,
produzem antibioéticos naturalmente como mecanismos de defesa contra outros
microorganismos, por exemplo, bactérias do género Streptomyces (MATAGNE;
LAMOTTE-BRASSEUR; FRERE, 1998; AZEVEDO, 2014; BEKIESCH; BASITTA;
APEL, 2016; HU; GAO; ZHU, 2017).

As enzimas beta-lactamases foram classificadas por Ambler (1980) em quatro
classes moleculares (A, B, C e D) baseadas na homologia de suas sequéncias
proteicas e em quatro grupos funcionais (I, II, lll e IV) por Bush (1989). As classes A,
C e D sdo as mais parecidas estruturalmente por serem serinas beta-lactamases e
apresentarem uma serina em seus sitios ativos para hidrolisarem o anel beta-
lactamico. Por sua vez, a classe B composta por enzimas classificadas como metalo
beta-lactamases utilizam ions de zinco para sua atividade catalitica (BUSH,;
JACOBY, 2010).

No grupo | estdo incluidas as enzimas da classe C que hidrolisam
cefalosporinas. No grupo Il estédo incluidas as enzimas da classe A e D, que podem
hidrolisar penicilinas e cefalosporinas. O grupo Il é subdivido em subgrupos de 2a a
2f, as enzimas da classe D estdo presentes apenas no subgrupo 2d, as quais sao
capazes de hidrolisar penicilinas chamadas oxacilinas e cloxacilinas. As enzimas da
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classe A foram as primeiras enzimas descobertas em bactérias resistentes a
penicilina, sendo as mais comuns até o momento. No grupo lll estdo incluidas as
enzimas da classe B que hidrolisam carbapenémicos e no grupo IV enzimas que
hidrolisam penicilinas que s&o resistentes ao acido clavulanico, mas atualmente
esse grupo estad removido dessa classificacdo (AMBLER, 1980; BUSH; JACOBY,
2010; BUSH; JACOBY; MEDEIROS, 1995; HALL; BARLOW, 2004; KESHRI et al.,
2018; SALAHUDDIN; KHAN, 2014).

2.1.2 Enzimas beta-lactamases do tipo TEM

Os genes blaTEM codificam as enzimas TEM beta-lactamases, que
pertencem a classe A das beta-lactamases. A TEM-1, primeira enzima do tipo TEM,
foi identificada no ano de 1963 a partir de um isolado de Escherichia coli, de um
paciente chamado Temoniera (por este motivo a denominagdo do gene TEM).
Inicialmente essas enzimas foram nomeadas como TEM beta-lactamase resistente
ao inibidor (IRT), mas posteriormente foram renomeadas com designagdes
numéricas de TEM. Esse gene € frequentemente encontrado em elementos
genéticos moveis, sendo facilmente disseminado entre diversas espécies
bacterianas pelo mecanismo de TGH. Na década de 1970 o gene ja havia se
espalhado entre as enterobactérias e outros patdbgenos gram-negativos. A TEM-1 é
responsavel por 90% da resisténcia a ampicilina em E. coli, e promove uma
resisténcia crescente a ampicilina e penicilina nas espécies Haemophilus influenzae
e Neisseria gonorrhoeae, onde TEM foi encontrado em transposons localizados em
plasmideos dessas espécies (PETROSINO; CANTU lll; PALZKILL, 1998;
BRADFORD, 2001; LACHMAYR et al, 2009).

As enzimas TEM sdao numeradas de TEM-1 a TEM-237
(http://bldb.eu/BLDB.php?prot=A#TEM) e possuem 286 residuos de aminoéacidos
gue formam a sua sequéncia proteica primaria. A numeracdo TEM-2 a TEM-237 é o
resultado de substituicbes de aminoacidos que ocorrem nesses residuos em
comparacao com a enzima TEM-1. A substituicdo de aminoacido observada nos 286
residuos de aminoéacidos que formam essas enzimas determina qual é a variante de
TEM-1. Apesar de existirem muitas variantes de TEM-1, essas enzimas apresentam
residuos e motivos estritamente conservados, caracteristicos da classe A (serinas
beta-lactamases), responsaveis por sua estrutura e funcao, dentre eles, os motivos:
SDN (posicdo 130-132), KS/TG (posicao 234-236), STFK (posicdo 70-73) e os
residuos DLV-YSPVTEK (posicdo 101-112, exceto 104). Destacam-se 0s principais
residuos do sitio ativo envolvidos na catélise do anel beta-lactamico: Ser70, Lys73,
Ser130, Glul66 e Lys234 (MATAGNE; LAMOTTE-BRASSEUR; FRERE, 1998;
FLUIT; VISSER; SCHMITZ, 2001; HALL; BARLOW, 2004; SALVERDA,; DE VISSER;
BARLOW, 2010; GUNTAS; KANWAR; OSTERMEIER, 2012; DHARA; TRIPATHI;
PAL, 2013; GRIGORENKO et al., 2018).

As substituicbes de aminoacidos das TEM beta-lactamases podem ser
classificadas em mutagdes primarias que sdo aquelas que ocorrem no seu sitio
ativo, e em secundarias que estdo localizadas em posi¢fes mais distantes do seu
sitio ativo. Mutac¢des nos residuos préximos do sitio ativo da enzima podem resultar
em alteracdes estruturais, afetando assim sua atividade catalitica, por isso, séo
residuos bem conservados (BRADFORD, 2001; GRIGORENKO et al., 2018;
SIDERAKI et al., 2001).

A maioria das TEM beta-lactamases sdo ESBLSs, onde a TEM-3 foi a primeira
ESBL reconhecida, capaz de degradar cefalosporinas de terceira geragdo, mas é
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inibida pelo &acido clavulanico. Embora existam TEM beta-lactamases resistentes a
inibidores de beta-lactamases, que ndo sdo ESBLs, algumas foram identificadas
com essa capacidade, principalmente em relacdo aos inibidores acido clavulanico e
sulbactam. Normalmente a inibicdo com tazobactam em associagdo com piperacilina
(penicilina de largo espectro) é mais efetiva, porém a resisténcia a essas drogas
também ja foi descrita. Um forte inibidor de beta-lactamases é a proteina inibidora de
beta-lactamase (BLIP) produzida pela bactéria Streptomyces clavuligerus, o qual
inibi muitas enzimas da classe A, inclusive TEM-1 (BRADFORD, 2001; LACHMAYR
et al, 2009).

A presenca dos genes blaTEM em plasmidios e transposons, associada a alta
pressdo seletiva dos beta-lactamicos, facilitou sua disseminacdo entre as mais
diferentes espécies de bactérias. A variabilidade das beta-lactamase TEM mostra a
importancia de compreender as enzimas variantes e sua associacdo com a
resisténcia (SALVERDA, DE VISSER; BARLOW, 2010). Nesse contexto, estudos
moleculares e filogenéticos dessa enzima sdo importantes para o estudo da
resisténcia e o desenvolvimento de novas drogas.

3 METODOLOGIA

3.1 Selecdo das sequéncias de aminoéacidos

As sequéncias de aminoacidos das TEM beta-lactamases foram coletadas do
banco de dados National Database of Antibiotic Resistant Organisms (NDARO -
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pathogens/isolates#/refgene/gene family:(blaTEM)) do
National Center for Biotechnology Information (NCBI) por ser um banco de dados
curado unicamente para genes de resisténcia aos antibidticos. Todas as sequéncias
TEM disponiveis no banco de dados foram arquivadas no formato FASTA no bloco
de notas, no periodo do més de marco de 2019. Foram escolhidas as sequéncias de
aminoacidos por serem mais adequadas na determinacdo das regibes da proteina
gue sao mais criticas para sua funcdo. Todas as referéncias das sequéncias TEM
obtidas para a realizacéo desse trabalho estdo compiladas no Apéndice A.

3.2 Alinhamento multiplo de sequéncias

O alinhamento das sequéncias de aminoacidos das enzimas beta-lactamases
TEM foi realizado através do programa online Multiple Alignment Program for Amino
Acid or Nucleotide Sequences (MAFFT), através do site de acesso livre Tree and
Reticulogram Reconstruction (T-REX -
http://www.trex.ugam.ca/index.php?action=mafft&project=) (BOC; DIALLO;
MAKARENKOV, 2012; KATOH; STANDLEY, 2013). Os alinhamentos foram
visualizados e analisados, com o auxilio do programa Molecular Evolutionary
Genetics Analysis (MEGA 7.0).

3.3 Construcdo e andlise da tabela de mutacgéo

Através da analise do alinhamento das sequéncias TEM gerado nesse
trabalho, utilizando o programa MEGA 7.0 (KUMAR; STECHER; TAMURA, 2016), foi
feita uma tabela de mutacdo, comparando cada variante TEM com a enzima TEM-1,
em cada um dos 286 residuos de aminoacidos que formam essas enzimas. Na


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pathogens/isolates#/refgene/gene_family:(blaTEM))
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tabela foram descritas as principais substituicbes de aminoacidos observadas entre
elas. Foi estabelecido como critério, selecionar as substituicdes de residuos de
aminoacidos que ocorressem em mais de 5 sequéncias. A tabela de mutacao foi
feita e salva como uma planilha no Excel.

3.4 Construcdo e andlise de arvores filogenéticas

Duas arvores filogenéticas foram construidas nesse trabalho através do
programa MEGA 7.0 (KUMAR; STECHER; TAMURA, 2016), utilizando como método
de reconstrucéo de filogenia, o0 método Neighbor-Joining (agrupamento de vizinhos);
o0 modelo de substituicdo Jones—Taylor—Thornton (JTT) que foi gerado pelo software
ProtTest 3 (ABASCAL; ZARDOYA; POSADA, 2005; DARRIBA et al., 2011); e 100
réplicas de bootstrap, como método de suporte estatistico. A primeira arvore foi feita
com uma parte das sequéncias TEM obtidas no banco de dados. E a outra arvore foi
feita com todas as sequéncias TEM obtidas no banco de dados e outras duas
sequéncias SHV-1 e OXA-1, a primeira pertence a classe A das beta-lactamases e a
segunda a classe D e foi utilizada como grupo externo para enraizar a arvore.

4 RESULTADOS E DISCUSSOES
4.1 Selecao das sequéncias de aminoacidos das beta-lactamases do tipo TEM

Foram obtidas a partir do banco de dados NDARO
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pathogens/isolates#/refgene/gene_family:(blaTEM))
179 sequéncias de aminoacidos, que correspondem ao total de sequéncias
proteicas de variantes TEM depositadas. Esse banco de dados é bem curado e
exclusivo de genes de resisténcia a antimicrobianos. O banco fornece as melhores
sequéncias representativas que sao utilizadas como referéncia para as enzimas
TEM. Essas sequéncias foram utilizadas para as andlises das TEM variantes
devidamente nomeadas por representarem uma colecdo de sequéncias precisas e
de anotacao especifica de genes de resisténcia TEM isolados de patégenos.

4.2 Alinhamento multiplo e analise das posi¢cdes conservadas dos residuos

Com alinhamento de sequéncias das 179 variantes da enzima TEM, foi
possivel analisar as semelhancas e diferencas entre essas sequéncias de
aminoacidos, como também observar a presenca de residuos e motivos
conservados que sao caracteristicos da classe A das beta-lactamases.

Os residuos Ser70, Serl130, Asnl132, Glul66, Asnl170, Lys234, Ser/Thr235,
Gly236 e Ala/Ser/Thr237, encontram-se localizados no sitio ativo das serinas beta-
lactamases, sdo bem conservados e sdo responsaveis por promover a ligacdo e
catalise do substrato. As posi¢cdes dos residuos da enzima TEM foram numerados
de acordo com o alinhamento de Ambler (1991) (HALL; BARLOW, 2004; BUSH,
2013; PALKILL, 2018).

Dentre os motivos conservados observados, o motivo STFK (Figura 2)
apresentou-se totalmente conservado em todas as sequéncias analisadas. Segundo
Matagne e Freré (1995), a serina (Ser70) presente nesse motivo esta fortemente
relacionada com a funcdo catalitica da enzima e a lisina (Lys73) est4 envolvida na
rede de ligagdo de hidrogénio dentro do sitio ativo e tem papel importante na
acilacao, atuando como base para ativacéo da serina (Ser70).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pathogens/isolates#/refgene/gene_family:(blaTEM))
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Figura 2 — Motivo STFK totalmente conservado

Posigao: 70 71 72 73
1. 1.TEM-1 S T F Kg¥v L L C G A WV L
2 13 TEN-1T S T F K L L C G A WV L
3. 24 TEM-33 5 T F K L L C G A WV L
4. 51.TEM-81 5 T F Kg¥v L L C G AV L
5. 158.TEM-210 S T F Kg¥v L L C G A WV L
6. 25 TEM-34 S T F K L L C G A WV L
7. 28 TEM-40 5 T F K L L C G A WV L
8. 165.TEM-217 5 T F Kg¥v L L C G AV L
9. 177.TEM-234 S T F Kg¥v L L C G A WV L
10. 119.TEM-156 S T F K L L C G A WV L
11. 174 TEM-231 5 T F K L L C G A WV L
12. 113.TEM-150 5 T F Kg¥v L L C G AV L
13. 161 TEM-213 S T F Kg¥v L L C G A WV L

Fonte: Elaborado pelo autor. Representacdo de parte do
alinhamento mdltiplo das sequéncias de aminoacidos de TEM-1
e suas variantes, mostrando o motivo STFK, delineado em
preto, totalmente conservado. As letras representam o0s
aminoacidos: S — serina; T — treonina; F — fenilalanina e K —
lisina, nas posicdes 70, 71, 72, e 73, respectivamente.

Segundo Matagne e Freré (1995) o motivo SDN (Serl130, Aspl131, Asnl132)
esta envolvido na formacdo de uma ponte hidrofébica responsavel pela acéo
catalitica da enzima. Entre as sequéncias analisadas o motivo SDN, apresentou 0s
residuos de aspartato (Aspl31) e asparagina (Asnl132) totalmente conservados em
todas as sequéncias analisadas. Ja no sitio da serina (Serl30) foi observada a
substituicdo desse residuo de aminoacido pela glicina (Gly) na variante TEM-76; e
pela treonina (Thr) nas variantes TEM-224 e TEM-211 (Figura 3).

Figura 3 — Motivo SDN com variacdo na Serl30

Posi¢éo: 130 131 132
1. 1. TEM-1 S D NJT A A N L L L TT
* 2. 45 TEM-TE G D HNQT A A N L L L TT
% 3. 159.TEM-211 TDMNJT A A N L L L TT
* 4. 16B.TEM-224 TDMNJT A A N L L L TT
5. 131.TEM-171 S D NJT A A N L L L TT
6. 24 TEM-33 S D NJT A AN L L L TT
7. 51.TEM-B1 S D NJT A A N L L L TT
8. 158 TEM-210 S D NJT A A N L L L TT
9 25TEM-34 S D NJT A A N L L L TT
10. 28 TEM-40 S D NJT A AN L L L TT
11.165TEM-217 ]S D NPT A A N L L L T T
121F7TEM-234 |5 D NPT A A N L L L T T
13.119TEM-156 ]S D NJT A A N L L L T T

Fonte: Elaborado pelo autor. Representacdo de parte do
alinhamento miltiplo das sequéncias de aminoacidos de TEM-1 e
suas variantes, mostrando o motivo SDN, delineado em preto. As
letras representam os aminoéacidos: S — serina; D — aspartato; N —
asparagina, nas posicées 130, 131 e 132 respectivamente, na
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enzima TEM-1. As posicdes 131 e 132 séo conservadas em todas
as variantes TEM, ja a posicdo 130 (destacada em amarelo)
apresenta substituicdo do residuo serina para os aminoacidos
representados pelas letras: T — treonina (na TEM-76) e G — glicina
(na TEM-224 e TEM-211), destacados (*).

Em um estudo de mutagénese dirigida a substituicdo da serina para
asparagina na posi¢cédo 130 produziu uma enzima quase inativa, enquanto que para
alanina e glicina a enzima manteve alguma atividade, porém com estabilidade menor
em comparacao com a enzima selvagem (JACOB et al., 1990).

N&o é incomum que o residuo aspartato (Aspl31) tenha sido observado
totalmente conservado, pois a literatura afirma que alterag6es nesse residuo, por
exemplo, para &cido glutamico e glicina, afetam a estabilidade da enzima
promovendo perturbagbes na sua estrutura. J4 a asparagina (Asnl132) apesar de
estar envolvida na rede de ligacdes de hidrogénio no sitio ativo, parece ser, de
menor importancia estrutural que a serina (Serl30) e apresenta maior atividade
enzimatica contra cefalosporinas. O residuo Asnl132 foi conservado em todas as
variantes; substituicbes nesse residuo, por exemplo, para alanina, produzem uma
enzima com atividade extremamente diminuida, principalmente contra
cefalosporinas (JACOB et al., 1990; MATAGNE; FRERE, 1995; MATAGNE;
LAMOTTE-BRASSEUR; FRERE, 1998).

Outro motivo altamente conservado nas serinas beta-lactamases é o KT/SG
(Lys234, Thr/Ser235, Gly236 - Figura 4). Nas sequéncias analisadas os residuos da
lisina (Lys234) e da glicina (Gly236), se apresentaram totalmente conservados.
Sabe-se que qualquer substituicdo na glicina (Gly236) produz uma enzima com
atividade fortemente reduzida, afetando a enzima estruturalmente por fatores
estéricos (MATAGNE; FRERE, 1995; MATAGNE; LAMOTTE-BRASSEUR; FRERE,
1998). Ja na posigao 235, geralmente pode ser encontrado treonina (Thr) ou serina
(Ser), a substituicdo Ser235Thr foi observada apenas na variante TEM-230.

Figura 4 — Motivo KSG conservado

Posicédo: 234 235 236
. 1. TEM-1

. 173 TEN-230

. 45 TEM-TS

. 168.TEM-224
131 TEM-171

. 24 TEM-33
7.51.TEN-21

8. 158.TEM-210
§. 25 TEM-34

10. Z8. TEM-£0
11. 165.TEM-217
12, 177.TEM-234
13. 119.TEM-156
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Fonte: Elaborado pelo autor. Representacdo de parte do alinhamento
multiplo das sequéncias de aminodcidos de TEM-1 e suas variantes,
mostrando o motivo KSG, delineado em preto. As letras representam os
aminoacidos: K — lisina; S — serina e G — glicina, nas posi¢cfes 234, 235 e
236 respectivamente, na enzima TEM-1. As posicbes 234 e 236 sao



conservadas em todas as variantes TEM. Na posicdo 235 (destacado em
amarelo), esse motivo pode apresentar tanto o residuo de serina quanto
o0 residuo de treonina, nessa posicdo apenas a variante TEM-230
apresentou o residuo treonina, representado pela letra T, em vez de
serina, destacado (*).
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Os residuos da posicao 101 a 112 sdo encontrados em uma regidao de volta-
hélice das TEM beta-lactamases e delineiam um dos sitios ativos da enzima. Sendo
importantes para manutencao da sua estrutura e fungéo, principalmente os residuos
selvagens das posicbes 101, 102, 103, 106, 107, 109 e 112 (PETIT et al., 1995).

Essa regido encontra-se altamente conservada, exceto o residuo da posicao
104. As posicoes dos residuos que variaram nessa regido (102, 104, 105 e 106)
estdo destacadas em amarelo na Figura 5. Nas beta-lactamases de amplo espectro
do tipo TEM, o residuo de glutamato na posicdo 104 é substituido por uma lisina,
essa substituicdo pode ser observada em muitas variantes de TEM. A substituicao
E104K é conhecida por promover resisténcia a cefalosporinas de terceira geracao,
como a cefotaxima (PETIT et al., 1995; RUDGERS; PALZKILL, 1999).

Figura 5 — Regiao conservada 101-112 das beta-lactamases TEM

Posicéo: 101 102 103104 105106 107 108 109 110 111 112
1. 1.TEM-1 W W
* 2. 124 TEM-182
* 3. 156.TEM-20&
* 4. 17T6.TEM-233
* 5. 161.TEM-213
« 8. 160.TEM-212
7. 168.TEM-224
8. 1539. TEM-211
9. 103. TEM-135
10. 11.TEM-15
11. 150.TEM-157
12. 170.TEM-226
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Fonte: Elaborado pelo autor. Representacéo de parte do alinhamento
multiplo das sequéncias de aminoacidos de TEM-1 e suas variantes,
mostrando a regido conservada, delineada em preto. As letras
representam os aminoacidos:; D — aspartato; L — leucina; V — valina; E —
glutamato; Y — tirosina; S — serina; P — prolina; T- treonina; K — lisina; e
H — histidina, nas posi¢c6es 101; 102; 103 e 108; 104 e 110; 105; 106;
107; 109; 111; 112 respectivamente, na enzima TEM-1. As posi¢cdes
que apresentam variacdo de aminodcido estdo representadas em
amarelo, que correspondem as posi¢cdes 102; 104; 105 e 106, as
demais posicdes possuem residuos conservados em todas as
variantes TEM. A posicdo 104 ndo é considerada conservada nessa
regido, pode apresentar residuos de glutamato ou lisina. O residuo
leucina na posicdo 102 alterou nas variantes TEM-162 e TEM-208,
para V — valina e F — fenilalanina, respectivamente; o residuo tirosina
na posi¢do 105, alterou em trés variantes TEM-233; TEM-213 e TEM-
212, para S - serina, F — fenilalanina e N — asparagina,
respectivamente; e o residuo serina na posicao 106 alterou apenas na
variante TEM-233, para P — prolina, as variantes que apresentaram

alteracdo estéo destacadas (*).
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Na posicao 102 o residuo leucina foi substituido por fenilalanina e valina nas
variantes TEM-208 e TEM-162, respectivamente. Na posi¢cdo 105 houve substituicdo
da tirosina por fenilalanina, asparagina e serina nas variantes TEM-213, TEM-212 e
TEM-233, respectivamente e na posicdo 106 a serina foi substituida por prolina
apenas na variante TEM-233. Os demais residuos nas posi¢cdes 101; 103; 107; 108;
109; 110; 111 e 112 foram totalmente conservados.

Outros residuos conservados na maioria das sequéncias das beta-lactamases
da classe A sdo os residuos glutamato (Glul66), asparagina (Asnl170) e arginina
(Arg220). Esses residuos também foram observados nas sequéncias das beta-
lactamases do tipo TEM.

No glutamato (Glul66) houve substituicdo apenas pela glicina (Gly) na
sequéncia TEM-193. A asparagina (Asnl170) apresentou apenas uma substituicdo
para treonina (Thr) também na variante TEM-193. Estudos de estruturas
cristalograficas e de modelagem molecular indicaram que o glutamato (Glul66) e a
asparagina (Asn170) séo ligados por ligacdes de hidrogénio e sdo encontrados em
uma estrutura de alga 6mega que forma a base do sitio ativo das beta-lactamases
da classe A, onde, ambos estdo envolvidos no mecanismo catalitico da enzima
(MATAGNE; FRERE, 1995; MATAGNE; LAMOTTE-BRASSEUR; FRERE, 1998;
PALZKILL, 2018).

A arginina (Arg220) se apresentou conservada em todas as sequéncias.
Segundo Matagne e Frére (1995) ela pode estar envolvida no processo de ligagéo
do substrato carboxilato ou participar do posicionamento adequado do antibiético.

O alinhamento multiplo mostrou que aproximadamente 64% dos residuos de
aminoécidos da sequéncia TEM-1 e suas variantes sdo totalmente conservados.
Muitos desses residuos formam motivos estruturais e funcionais das enzimas TEM e
de outras beta-lactamases da classe A, por isso entender as mutacodes isoladas ou
em conjunto dessa enzima é de grande interesse.

4.3 Analise de residuos substituidos

Através da andlise da tabela de mutacdo elaborada nesse trabalho (dados
nao mostrados), foram observadas 103 posicfes de residuos de aminoacidos das
variantes TEM com substituicdes de aminoacidos em comparagcdo com TEM-1.
Contudo, apenas 15 desses residuos apresentaram substituicbes de aminoacidos
em mais de cinco variantes. Enquanto que os demais residuos ndo alteraram em um
namero maior que trés variantes. Esses 15 residuos estdo nas posi¢cdes 6, 21, 39,
69, 104, 164, 182, 184, 237, 238, 240, 244, 265, 275 e 276, Como nem todos 0s
residuos com substituicbes de aminoacidos estdo associados diretamente a
resisténcia aos antibidticos, acredita-se que o0s residuos mais relevantes para a
evolucdo da enzima sejam aqueles em que uma consideravel quantidade de
variantes apresente alteracdo nesse determinado residuo (SALVERDA; VISSER;
BARLOW, 2010; GUTHRIE et al., 2011). Dessa forma, os 15 sitios de substituicdo
de residuos foram selecionados como sendo sitios com provavel importancia para
adaptacao e/ou mudanca no espectro de resisténcia da enzima.

Os 15 residuos que substituem no maior nimero de variantes analisadas,
foram compilados na Tabela 1, mostrando o niumero de variantes que alteram na
respectiva posicdo, as substituicbes de aminoacidos observadas em comparacgao
com a TEM-1 e as consequéncias para a enzima, que sdo conhecidas na literatura
para essas alteracoes.
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Tabela 1 — Posi¢cdes dos residuos de aminoacidos das variantes TEM que alteram
em mais de cinco variantes

Posicéo do Numero de Aminoéacido Consequéncia enzimatica
residuo variantes que | substituido em
variavel alteram no comparacao a
residuo TEM-1
6 8 Q para K Efluxo eficiente de proteinas pela
membrana e pode promover
resisténcia
21 19 L paraFel Hidrolise de cefalosporinas de
terceira geragao
39 22 Q para K Mobilidade conformacional
69 28 Mparal,leV Resisténcia a inibidores de beta-
lactamases
104 47 E para K Aumento da hidrélise de
cefalosporinas de terceira geracéo
164 50 R para S, He C | Diminuigdo da hidrdlise de
penicilinas e aumento na hidrolise
de cefalosporinas
182 31 MparaTel Estabilidade estrutural
184 9 A para 'V Desestabilidade proteica
237 9 AparaTeG Aumento da hidrélise de
cefalosporinas C e diminuigdo na
hidrélise de benzilpenicilina e
ampicilina
238 38 G para S, R, N e | Diminui¢édo da hidrélise de
D penicilinas e aumento na hidrélise
de cefalosporinas
240 28 E paraK, R, V e | Estabilidade estrutural
G
244 9 R para S, H, L, Resisténcia a inibidores de beta-
CeG lactamases
265 16 T para M Estabilidade estrutural
275 11 R para Q, L e A | Estabilidade estrutural
276 11 NparaDe S Estabilidade estrutural

Fonte: Elaborado pelo autor.

Dos 15 residuos, 5, possuem variantes que alteram apenas de um
aminoacido para outro. Nas posi¢cdes 6 e 39 as variantes alteram de Q para K, na
posicdo 104 alteram de E para K, na 184 de A para V e na 265 de T para M. Os
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outros dez sitios apresentam 2 a 5 aminoacidos diferentes para a mesma posicao,
mostrando-se mais variaveis.

A posicao 6, se localiza na regido do peptideo sinal da enzima, observou-se
oito variantes TEM substituindo o aminoacido glutamato selvagem pela lisina. A
consequéncia da mutacdo Q6K ainda é incerta, acredita-se que possa estar
relacionada com o efluxo mais eficiente de proteinas (SALVERDA; VISSER;
BARLOW, 2010).

A posicdo 21 também faz parte do peptideo sinal da enzima e dezenove
variantes apresentaram alteracdo nesta posi¢ao. A alteracdo do aminoacido leucina
para isoleucina foi identificado apenas na TEM-67 e para fenilalanina nas demais
variantes, sendo esta a substituicAo mais comum para essa posi¢cao. A substituicdo
L21F esta presente na TEM-187 uma ESBL, além dessa mutacdo a TEM-187 possui
outras trés substituicbes de aminoacidos: R164H, A184V e T265M. Em um estudo
feito sobre a atividade dessa variante, isolada da bactéria Proteus mirabilis, foi
observado menor atividade contra penicilina que a TEM-1, porém, ainda que em
baixo nivel, apresentou atividade na hidrélise de cefalosporinas de terceira geracao,
sendo também susceptivel a inibidores de beta-lactamases (CORVEC et al., 2013).

A posicdo 39, assim como na posi¢cdo 6, também variou o residuo glutamato
para lisina, porém em vinte e duas variantes. J4 se sabe que Q39K foi a primeira
mutacdo naturalmente identificada nas beta-lactamases. Isoladamente, a
substituicdo ndo altera o efeito catalitico da enzima, porém pode provocar
desestabilidade térmica, principalmente se estiver associada as mutacfes E104K e
M69V. Nenhuma das variantes analisadas apresentou combinacdo dessas trés
mutacdes. Quatorze variantes com a mutacdo Q39K possuiam também a
substituicdo E104K (TEM-3; 8; 16; 21; 22; 24; 60; 113; 121; 130; 134; 139; 177 e
227), e apenas uma variante (TEM-160) continha Q39K e M69V, mas néo as trés
mutagfes em uma Unica variante. A substituicio Q39K também pode proporcionar
uma maior mobilidade conformacional a enzima, por isso pode estar associada
substituicdo M182T descrita como uma mutacao estabilizante, esta combinacao foi
observada nas variantes TEM-72, 113 e 177. A eficiéncia catalitica da enzima
diminui com a combinacdo Q39K com E104K, mas, ndo mais que a combinacéo
Q39K com R164S encontrada nas variantes TEM-8; 24; 60; 114; 121; 130; 155 e
177. A substituicdo R164S também possui um efeito na estabilidade proteica tanto,
combinada com Q39K, quanto associada as substituicbes Q39K e E104K
(GRIGORENKO et al., 2018).

Assim como a substituicdo Q39K, a substituicdo do residuo alanina por valina
na posicdo 184 promove desestabilidade proteica, essa substituicdo foi observada
em nove variantes: TEM-102; 116; 157; 162; 181; 187; 197; 205 e 229, a qual, foi
primeiramente identificada na variante TEM-116 (CORVEC et al., 2013; DHARA,
TRIPATHI; PAL, 2013; GRIGORENKO et al., 2018).

A substituicdo mais comum no residuo arginina da posi¢ao 164 é pelo residuo
serina, essa substituicdo foi observada em 28 variantes, mas a arginina também foi
alterada para histidina e cisteina em 15 e 7 variantes, respectivamente. Sendo assim
o residuo 164 variou em um maior nimero de sequéncias (50). Outro residuo que,
comumente, substitui para serina € o residuo glicina da posicéo 238. Essa alteracéo
foi observada em 35 variantes. Apenas trés variantes substituiram a glicina para
outros trés aminoacidos, arginina, aspartato e asparagina, em TEM-178, 111 e 142,
respectivamente. As substituicbes R164S e G238S sao conhecidas por diminuir a
hidrélise de penicilinas e aumentar significativamente a hidrélise de cefotaxima e
ceftazidima em comparacdo a TEM-1. Por esse motivo essas substituicbes sdo
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comumente identificadas em enzimas TEM ESBLsS, e essas substituicdes podem
também ser observadas em associacdo com as substituicbes E104K e E240K. As
combina¢cBes R164S/E104K e R164S/E240K sdo encontradas nas variantes TEM-8;
9; 24; 26; 60; 63; 121; 130; 131; 133; 149; 177; 184; 205 e 224 e TEM-10; 24; 85; 86;
114; 121; 136; 155 e 177, respectivamente. As combinacbes G238S/E104K e
G238S/E240K sao encontradas nas variantes TEM-3; 4; 8; 15; 21; 22; 88; 92; 93; 94,
107; 113; 123; 134; 138; 139; 167; 197; 211; 225; 226 e 227 e TEM-47; 48; 49; 68;
71; 72; 93; 101 e 188, respectivamente. A reducdo na eficiéncia catalitica contra
penicilinas por beta-lactamases com essas substituicbes aumentam a ligacdo da
enzima com seus respectivos substratos (MATAGNE; LAMOTTE-BRASSEUR,;
FRERE, 1998; SIDERAKI et al., 2001; PALZKILL, 2018).

A substituicdo E240K foi observada em vinte e cinco variantes. Além da
substituicdo do acido glutamico para lisina na posicdo 240, esse residuo também
pode ser substituido por arginina, valina e glicina em trés variantes, TEM-137; 149 e
207, respectivamente. A substituicio E240K favorece a estabilidade estrutural da
enzima, assim como substituicdes nas posi¢cbes 182 e 265.

O residuo metionina da posicao 182 altera em trinta variantes para treonina e
em apenas uma variante (TEM-231) para isoleucina. A variante TEM-135 com a
substituicdo M182T é considerada uma das variantes TEM mais estaveis. O residuo
treonina da posicdo 265 alterou apenas para metionina, e essa substituicdo T265M
foi observada em 16 variantes (SIDERAKI et al., 2001; ABRIATA; SALVERDA,
TOMATIS, 2012; GRIGORENKO et al., 2018; PALKILL, 2018).

Palzkill (2018) mostrou que as substituicdes R275Q, R275L e N276D também
promovem o aumento da estabilidade enzimatica, além disso, as substituicdes
R275Q e N276D sdo observadas em variantes resistentes a inibidores de beta-
lactamases. Na posicédo 275 a substituicdo de arginina por glutamina foi observada
em cinco variantes, mas também foi substituida por leucina e por alanina nas
variantes TEM-68; 182; 211 e TEM-123; 124; 233, respectivamente. Ja o residuo
asparagina na posicao 276 alterou em dez variantes para 0 aspartato e em apenas
uma variante (TEM-108) para serina.

SubstituicBes na posicdo 244 também promovem resisténcia a inibidores de
beta-lactamases, o residuo arginina selvagem dessa posicdo foi substituido por
cinco aminoacidos diferentes: serina, histidina, leucina, cisteina e glicina no total de
nove variantes. Porém, a principal posicdo responsavel por resisténcia a inibidores
€ M69V/L, a posicdo do residuo 69 apresentou alteracdo em vinte e oito variantes
TEM, substituindo a metionina por leucina, isoleucina e valina, em 16, 4 e 8
variantes, respectivamente. Apesar desse residuo, estar localizado anteriormente ao
residuo Ser70 do sitio ativo, foi relatado que a alteracdo M69L ndo afetou
significativamente a estrutura da enzima, e indicou ser uma substituicdo estavel
(SIDERAKI et al., 2001; DHARA; TRIPATHI; PAL, 2013; GRIGORENKO et al.,
2018).

Depois da posicado 164 a mais variavel € a 104, onde o residuo glutamato é
substituido por lisina em quarenta e sete variantes. Como ja havia sido discutido
anteriormente, o residuo 104 é importante para a ligacdo de substrato das TEM
beta-lactamases e esta presente entre residuos bem conservados (Figura 4), a
substituicdo E104K é bem descrita na bibliografia e esta relacionada com o aumento
da hidrolise de cefotaxima e ceftazidima (cefalosporinas de terceira geracéo)
(PALZKILL, 2018).

Substituicbes no residuo alanina da posicdo 237 também sao responsaveis
por promover a hidrolise de cefalosporinas. Na enzima, o residuo 237 esta
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localizado ap6s o motivo conservado KT/SG, e estd envolvido em uma rede de
ligacdo de hidrogénio no sitio ativo que estabiliza a ligacdo ao substrato. Nesse
residuo nove variantes substituiram a alanina por treonina e glicina, em 8 e 1
variantes, respectivamente. A substituicdo A237T € mais frequentemente observada
e pode causar aumento na hidrolise de cefalosporinas C e reduzir a hidrélise de
benzilpenicilina e ampicilina; essa substituicdo foi observada em combinagdo com
R164S em todas as 8 variantes com essa substituicdo, entre elas: TEM-24; 86; 114;
121; 130; 131; 136 e 177 (MATAGNE; LAMOTTE-BRASSEUR; FRERE, 1998;
PALZKILL, 2018; GRIGORENKO et al., 2018).

Grigorenko et al., (2018) considerou que as mutagcdes mais comuns nas
enzimas TEM ocorrem em 11 dessas posicles entre elas a posicéo 21, 39, 69, 104,
164, 182, 238, 240, 244, 265, e 275. Substituicbes de aminoacidos nessas posicoes,
como ja foi discutido anteriormente, sdo importantes para entender a funcionalidade
da enzima, pois estdo relacionados com diversos aspectos como 0 aumento na
especificidade de substrato, resisténcia a inibidores de beta-lactamases, estabilidade
da enzima, mobilidade conformacional e aumento na hidrélise de cefalosporinas de
terceira geracao.

As substituicdes de aminoacidos entre as diferentes posi¢cdes, quando sao
combinadas em variantes, podem promover efeitos epistaticos; por exemplo,
alteracbes de aminoacidos nos residuos 104, 164, 238 e 237 sdo conhecidas por
promover a hidrélise de cefalosporinas e os residuos 69, 244, 275 e 276 conferir
resisténcia & inibidores de beta-lactamases, porém quando combinadas com outras
substituicbes podem apresentar novas propriedades cataliticas, estabilizadoras,
desestabilizadoras, entre outras (MATAGNE; LAMOTTE-BRASSEUR; FRERE,
1998; GRIGORENKO et al., 2018). Por isso a analise desses residuos quanto as
substituicdes de aminoacidos que apresentam e suas combinacdes é um passo
fundamental, para avancar nos estudos estruturais dessas enzimas.

4.4 Anédlises filogenéticas das enzimas TEM beta-lactamases

Uma mesma variante pode apresentar substituicdes de aminoacidos em um
ou mais de um desses 15 residuos analisados (Tabela 1), por isso foi feito um
alinhamento com as variantes TEM que alteram nesses 15 residuos, totalizando 139
sequéncias e através desse alinhamento foi elaborada uma arvore filogenética.

A arvore filogenética (Figura 6) foi gerada pelo programa MEGA 7.0,
utilizando-se o método de agrupamento de vizinhos (neighbor-joining), o qual se
baseia em uma matriz de distancia, comparando os pares de sequéncias e
agrupando as mais relacionadas. Esse método € interessante para sequéncias com
baixa divergéncia entre elas, como as variantes TEM.

Foi possivel observar grupos de variantes TEM na arvore que compartilham
as mesmas substituicdes de aminoacidos para os mesmos residuos. Muitas vezes
essas variantes compartilham duas ou mais substituicdes. A maioria das variantes
TEM compartilharam substituicdes duplas ou triplas nesses residuos. As variantes
TEM-3; 8; 21; 22; 113; 134; 139 e 227 compartilharam as substituicbes G238S,
E104K e Q39K. A TEM-3 € uma beta-lactamase de espectro estendido e difere da
TEM-139 por uma substituicdo a menos na posi¢ao 49, onde a TEM-139 altera a
leucina por metionina nessa posi¢cdo. Em um estudo anterior observou-se que essas
variantes promoveram o mesmo fenétipo de resisténcia aos beta-lactamicos, sendo
assim a substituicdo L49M apresentou um carater conservador (SCHNEIDER et al.,
2007).
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Figura 6 — Arvore filogenética das variantes TEM que substituem residuos de
aminoécidos comuns
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A TEM-21 também é uma beta-lactamase de espectro estendido e difere de
TEM-3 por uma substituicdo na posicdo 153, onde altera a histidina pela arginina
nessa posicdo. Em outro estudo observou-se que essa variante promoveu taxas de
hidrélise para cefotaxima e ceftriaxona (cefalosporinas de terceira geragéo) similares
a de TEM-3. Ja a TEM-22 difere de TEM-3 por uma substituicdo de alanina por
glicina na posi¢cdo 237, a qual promove um nivel de resisténcia mais elevado ao
aztreonam (monobactamico) do que a ceftazidima e cefotaxima (cefalosporinas de
terceira geracdo) (ARLET et al., 1999).

As variantes TEM-10; 28; 91; 132; 136; 137; 144 e 155 compartilham as
substituicdes R164* e E240* (* mais de um tipo de aminoé&cido). TEM-28 € similar ao
TEM-10 a unica diferenca entre essas sequéncias € que em TEM-10 substitui R164
por serina enquanto que TEM-28 substitui R164 por histidina. Em um estudo, TEM-
28 e TEM-10 apresentaram afinidade similar a cefaloridina (cefalosporina de
primeira geragéo), benzilpenicilina, ceftazidima, cefotaxima e aztreonam, mas o
TEM-28 foi mais susceptivel a inibicdo por sulbactam (inibidor de beta-lactamase) do
que TEM-10 (BRADFORT et al., 1996).

As variantes TEM-6; 109; 26; 63; 131; 133; 149 e 205 compartilham as
substituicdes R164* e E104K. A variante TEM-6 também substitui R164 por histidina
e assim como a TEM-28 descrita anteriormente € mais susceptivel que a TEM-10 a
inibicdo por sulbactam (BRADFORT et al., 1996).

As variantes TEM-16; 60; 130; 177; 24 e 121 compartilham as substituicdes
E104K, R164* e Q39K. A TEM-60 também substitui R164 por serina, essa variante
apresenta alta atividade hidrolitica contra a ceftazidima, cefotaxima e aztreonam
(FRANCESCHINI et al.,, 1998). A TEM-121 difere da TEM-24 apenas por uma
substituicdo adicional (R244S), em um estudo observou-se que essas variantes
apresentaram eficiéncias cataliticas similares & benzilpenicilina, ticarcilina
(penicilinas), cefpiroma, cefepima, ceftazidima (cefalospotinas de quarta geracao) e
ceftazidima, enquanto que para outros antibiéticos como amoxicilina, aztreonam,
cefotaxima, entre outros foram hidrolisados em niveis mais baixos com TEM-121 do
que com TEM-24 (POIREL; MAMMERI; NORDMANN, 2004).

As variantes TEM-106; 153; 43; 52; 88; 107 e 225 compartiiham as
substituicbes M182T e E104K. Acredita-se que a substituicio M182T sozinha néo
estende o perfil de substrato, entretanto em combinacdo com E104K pode conferir
resisténcia ao moxalactam (cefalosporina de terceira geracdo) como € observado na
TEM-52 (ARLET et al., 1999).

As variantes TEM-35; 36; 78; 125; 151; 152 e 158 compartilham as
substituicdes N276D e M69L. A TEM-125 é uma ESBL resistente a inibidores de
beta-lactamases, em um estudo esta foi identificada em uma cepa de Escherichia
coli com altos niveis de resisténcia a combinacao de ceftazidima e penicilina com o
acido clavulanico. Ja se foi analisado bioguimicamente que as variantes TEM-151 e
TEM-152 hidrolisam penicilinas em niveis mais baixos que a TEM-1, mas hidrolisam
em niveis maiores oximino-beta-lactamicos (cefalosporinas de terceira e quarta
geracdo e o aztreonam), sendo que a eficiéncia catalitica a esses antibidticos foi
maior em TEM-152 do que em TEM-151 (ROBIN et al., 2006b, 2007a).

As variantes TEM-4; 94; 111; 142 e 167 compartilham as substituicbes
T265M, E104K e G238S. Acredita-se que o TEM-94 evoluiu a partir do TEM-4, pois
a unica diferenca entre essas sequéncias € uma substituicdo adicional (M182T) no
TEM-94. Assim como que o TEM-4 difere do TEM-25 apenas pela substituicao no
E104K, por isso o TEM-25 pode ter sido o precursor do TEM-4, como também das
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variantes TEM-47; 48; 49 e 68 que compartilham as substituicbes T265M, E240K e
G238S em comum (BARANIAK et al., 2005).

As variantes TEM-87; 92; 123; 124; 184; 211 e 224 compartilham as
substituicdes Q6K e E104K. Em um estudo TEM-87 foi isolado da espécie
bacteriana Proteus mirabilis e a andlise cinética dessa enzima mostrou atividade de
espectro estendido principalmente para ceftazidima e para aztreonam (PERILLI et
al., 2002a). Outro estudo mostrou que TEM-92 foi capaz de hidrolisar com eficiéncia
diferentes beta-lactamicos, por exemplo, penicilina G, cefotaxima, cefepima entre
outros, enquanto que a ceftazidima foi hidrolisada em taxas mais baixas e nenhuma
hidrélise foi detectada para moxalactam, cefoxitina e aztreonam (PERILLI et al.,
2002b).

As variantes TEM podem se apresentar mais proximas umas das outras na
arvore filogenética por possuirem substituicbes de aminoacidos comuns.

Outra arvore filogenética foi gerada a partir do alinhamento das 179
sequéncias de aminoacidos das TEM beta-lactamases e duas sequéncias de outros
dois genes, uma sequéncia da enzima OXA-1 pertencente a classe D das beta-
lactamases e uma sequéncia de SHV-1 da classe A das beta-lactamases, sendo o
grupo mais proximo de TEM. A OXA-1 foi utilizada como outgroup para enraizar a
arvore (Figura 7). Essas sequéncias foram escolhidas uma vez que estudos
filogenéticos anteriores indicaram que a classe C se divergiu antes das classes A e
D, e essas duas classes formam taxons irmaos (HALL; BARLOW, 2003, 2004).

A maioria dos ndés observados na arvore filogenética apresentaram baixos
valores de bootstrap e muitos apresentaram valor igual a zero, isso reflete a alta
similaridade entre as sequéncias das TEM beta-lactamases e esses baixos valores
de bootstrap evidenciam a falta de robustez dos ramos formados na arvore gerada.
A arvore possui um unico ramo de bootstrap 100, que agrupa todas as sequéncias
analisadas. A arvore filogenética gerada neste estudo nao permitiu a separagédo das
variantes TEM em subgrupos, praticamente todos os ramos formados convergiram
para um unico n6 com bootstrap com valor relevante de 100. Como esperado a
sequéncia SHV-1 se apresentou mais proxima as enzimas TEM por serem da
mesma classe e a sequéncia OXA-1 agrupou todas as variantes TEM em um ramo
com boostrap 100.

Os resultados reafirmam a alta similaridade entre as variantes do tipo TEM,
gue foram observadas pelas anélises do alinhamento de residuos, mostrando que
TEM-1 e suas variantes apresentam muito poucas diferencas entre si.
Consequentemente, as variantes do tipo TEM podem apresentar multiplos caminhos
evolutivos, igualmente provaveis, que dificultam a constru¢cdo da filogenia e a
obtencdo de informacBes mais precisas da historia evolutiva dessa familia de
enzimas (ZEIL et al., 2016).
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Figura 7 — Arvore filogenética das beta-lactamases do tipo TEM

Fonte: Elaborado pelo autor. Inferéncia filogenética baseada no método Neighbor-joining. O modelo
evolutivo utilizado foi o JTT com distribuicio gama e taxa de sitios invaridveis. Foi utilizada a
sequéncia da enzima OXA-1 como outgroup para enraizar a arvore. As enzimas TEM foram
agrupadas em um Unico bootstrap de 100.

Bradford (2001) fez uma filogenia das beta-lactamases de espectro estendido
(ESBLSs) utilizando o método Neighbor-Joining e observou que as enzimas da classe
A sdo mais intimamente relacionadas entre si, do que com qualquer enzima da
classe D, e que as enzimas TEM e SHV se agrupam fortemente e estdo mais
préximas, uma da outra, do que com as demais ESBLSs.

As enzimas TEM e SHV séo as enzimas mais comuns da classe A das beta-
lactamases, Hall and Barlow (2002) remontaram uma arvore filogenética pelo
meétodo bayesiano dessas duas enzimas, porém 0s ramos internos da arvore para a
enzima TEM, também nao apresentaram valores maiores que 75% de bootstrap.

Segundo Zeil et al. (2016) a representacdo por arvore filogenética é falha
guando todos os membros possuem distancias semelhantes entre si, como acontece
com as enzimas TEM, e propdem que o método mais adequado para interpretar as
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relacbes entre essas enzimas seja por meio de analise de rede proteica. Eles
observaram por meio da analise de redes que as enzimas TEM formaram sub-
clusters principalmente com variantes do mesmo fenotipo; e podem formar multiplos
guartetos conectados, onde esses grupos de sequéncias interligadas podem tolerar
mutacOes duplas em uma Unica variante. A previsdo desses quartetos € importante
para prever variantes que podem apresentar combinagdes de mutagdes viaveis que
ainda ndo foram descobertas.

5 CONSIDERACOES FINAIS

As enzimas TEM beta-lactamases apresentam residuos e motivos
estritamente conservados dentro dessa classe de enzimas, sendo importantes para
a sua atividade catalitica, bem como para a sua estabilidade estrutural. Muitos
desses residuos estdo localizados em pontos cruciais do sitio ativo e as
substituicGes nessas posi¢cdes, podem ocasionar desestabilidade proteica. Por isso,
geralmente estéo relacionados com substituices em outros residuos que favoregam
a sua estabilidade, o que torna essas enzimas funcionalmente ativas e podem
permitir aquisicdo de um novo espectro de acdo. A analise desses residuos
conservados e ndo conservados das enzimas TEM é importante para compreender
0 surgimento de novas variantes e para buscar novos mecanismos de inibicdo
dessas enzimas por novos farmacos.

As enzimas TEM apresentam um alto grau de similaridade e o estudo atraves
de arvores filogenéticas torna-se inapropriado para estudos evolutivos. Por isso
novos métodos precisam ser melhorados e desenvolvidos para a inferéncia mais
precisa da evolucdo de enzimas semelhantes. As relacdes entre essas enzimas
podem ser avaliadas pelos métodos de redes proteicas, que sdo importantes para
entender como as substituicbes de aminoacidos, em residuos cruciais para a funcao
da enzima, sdo compartilhados entre as variantes, e assim, também inferir novas
variantes com combinacdes de aminoécidos diferenciadas, que possam surgir e
promover uma maior resisténcia as espécies bacterianas.
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Referéncias das variantes TEM obtidas no NCBI

>AAR25033.1

>AAM28884.1

>CBX53726.1

>AAW47922.1

>CAA65888.1

>CAA45828.1

>AAL68923.1

>CAA64682.1

>AAX56615.1

>ADP20705.1

>CAA41038.1

>AAS89982.1

>CAA71323.1

>AAY85632.1

>CCA61905.1

>APG33178.1

>AAS89984.1

>CAA73933.1

>AAZ14083.2

>AET99222.1

>AAW66604.1

>AAB39956.1

>AAD22539.1

>ABB84515.1

>AEL17198.1

>CA098721.1 | >AAQO01671.1 | >ACJ43254.1 >ABC96711.1 | >AEL88240.1
>CAA74912.2 | >AAQ93490.1 | >AAK17194.1 | >ABI74448.1 >AFC75523.1
>ACB22021.1 | >AAT46414.1 | >CAB92324.1 | >AGA83484.1 | >AFC75525.1
>CAA76795.1 | >AAR89358.1 | >AAL03985.1 >ABG77582.1 | >AEK48085.1

>KLG19745.1

>CAG34105.1

>AAF05613.1

>ABI81768.1

>AFS44742.1

>ABB76656.1

>AAR10958.1

>AAF05612.1

>ABM54869.1

>AGK82336.1

>CTD69961.1

>AAS19171.1

>AAM15527.1

>CDN33426.1

>AGL39384.1

>AGE11905.1 | >CAG25427.1 | >AAL29434.1 >AIW68620.1 | >AJO16045.1
>APT65830.1 | >CAL08007.1 | >AAL29436.1 >APT67991.1 | >ABM54870.1
>AAC32889.2 | >AAZ23494.1 | >CAC43230.1 | >AQX83499.1 | >ACF32746.1
>CAA71322.1 | >ABD60314.1 | >AAK14792.1 | >AUT06962.1 | >ACI25375.1

>CAA71324.1

>CAJ17558.1

>BAB16308.1

>AVP73880.1

>ACR22829.1

>AAD22538.1 | >AAZ14084.2 | >CAC85660.1 | >AWI33307.1 | >ADA79630.1
>ABB97007.1 | >CAJ32372.1 | >CAC67290.1 | >AVX49110.1 | >CBJ06718.1
>AAC05975.1 | >CAJ66089.1 | >AAK85244.1 | >AIS39742.1 >CAN86931.1
>AAD33116.2 | >ABI74447.1 >AAK85243.1 | >AMD11804.1 | >ADR71220.1
>AAF01046.1 | >AC0O07310.1 | >AAK82652.1 | >AQT03459.1 | >AEG64812.1
>AAF19151.1 | >CAQ00120.1 | >AAM61953.1 | >AUS83547.1 | >ADM61585.1
>AAF05614.1 | >ABQO00181.1 | >AAM52215.1 | >AUT06963.1 | >AEL79515.1
>AAF05611.1 | >CAA38429.1 | >AAT46413.1 | >AWH90786.1 | >APY23677.1
>AAL29433.1 >CDR98216.1 | >AAL77062.1 >AXL10707.1 | >AFC75524.1
>AAL29435.1 >CAA46344.1 | >AAS89983.1 | >AIF78090.1 >AFE48832.1
>CAC43229.1 | >AAC72362.1 | >AAN04881.1 | >AHA49909.1 | >BAL68178.1
>AAG44570.1 | >AAA25053.1 | >AA085882.1 | >AJO16044.1 | >AGZ20205.1
>AAK30619.1 | >CAA46346.1 | >AAQ98890.1 | >AHJ78622.1 | >AGK40892.1
>AAF66653.1 | >AFN21551.1 | >AAQ93491.1 | >AHA80960.1 | >AGW25367.1
>CAC85661.1 | >AAN61404.1 | >AAT45742.1 | >OCN67279.1 | -
>AAM22276.1 | >CAA46345.1 | >AAR89359.1 | >AB0O64442.1 | -
>AAK85245.1 | >AAC32891.1 | >CAI29263.1 >ABX71157.1 | -
>AAM18924.1 | >CAD24670.1 | >AAR84298.1 | >ACJ04051.1 | -
>AAM61952.1 | >ADL13944.1 | >AAS79107.1 | >AJC64564.1 | -
>AAM52207.1 | >AKA60778.1 | >AAV83795.1 | >ADB90239.1 | -
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