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RESUMO

O estudo estrutural de enzimas participantes de rotas metabdlicas de organismos patogénicos
ou seus congéneres pode servir de base para o planejamento de inibidores. Neste contexto, o
presente trabalho traz as estruturas tridimensionais de trés enzimas: Urocanato Hidratase de
Trypanosoma cruzi, Gliceraldeido-3-Fosfato Desidrogenase de Schistosoma mansoni e
Glicose-6-Fosfato-1-Epimerase de Naegleria gruberi. A Urocanato Hidratase participa da via
metabodlica da L-histidina: foi cristalizada, teve sua estrutura resolvida a 2,16 A de resolucéo e
foi depositada no PBD sob codigo 6UEK. Comparacdes estruturais indicaram diferencas entre
as conformacdes dos monomeros A e C, exploradas para entender mudangas estruturais na
catalise; também utilizou-se a estrutura para fazer consideracdes sobre mutacdes naturais
encontradas nas enzimas humanas correspondentes. A Gliceraldeido-3-Fosfato Desidrogenase
participa da via glicolitica e teve sua estrutura resolvida a 2,51 A de resolucdo, que foi
depositada no PDB sob codigo 7JHO. Esta é a inica GAPDH que apresenta a sequéncia NNR
(residuos 114-116), que leva (especialmente a R116) a uma rede de ligacdes de hidrogénio que
possivelmente repercute na flexibilidade dos residuos para interagir com o anel adenina do
NAD?, residuos esses especulados como importantes para o desenho diferencial de inibidores.
A Glicose-6-Fosfato-1-Epimerase, também faz parte da via glicolitica, teve sua estrutura
modelada por homologia ante a impossibilidade de se obter cristais de boa qualidade.

Palavras-chave: Urocanato Hidratase. Trypanosoma cruzi. Gliceraldeido-3-Fosfato
Desidrogenase. Schistosoma mansoni.



ABSTRACT

Structural studies of enzymes that participate in the metabolic pathways of pathogenic
organisms or their congeners can serve as a basis for planning inhibitors. In this context, this
work unveils the three-dimensional structures of three enzymes: Urocanate Hydratase from
Trypanosoma cruzi, Glyceraldehyde-3-Phosphate Dehydrogenase from Schistosoma mansoni
and Glucose-6-Phosphate-1-Epimerase from Naegleria gruberi. Urocanate Hydratase
participates in the L-histidine metabolic pathway; it was crystallized and had its structure solved
at 2.16 A resolution, which was deposited in the PBD under code 6UEK. Structural
comparisons indicated differences in the conformation of monomers A and C, which were
explored to understand structural changes in the catalysis; we also use the structure to make
considerations about natural mutations found in the corresponding human enzymes.
Glyceraldehyde-3-Phosphate Dehydrogenase participates in the glycolytic pathway and had its
structure solved at 2.51 A of resolution, which was deposited in the PDB under code 7JHO. This
is the only GAPDH that has the NNR sequence (114-116), which leads to (especially R116) a
network of hydrogen bonds that possibly reflects on the flexibility of the residues to interact
with the NAD* adenine ring, residues that are speculated to be important for the differential
design of inhibitors. Glucose-6-Phosphate-1-Epimerase, also part of the glycolytic pathway,
had its structure modeled by homology due to the impossibility of obtaining crystals of good
quality.

Keywords: Urocanate Hydratase. Trypanosoma cruzi. Glyceraldehyde-3-Phosphate
Dehydrogenase. Schistosoma mansoni.
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INTRODUCAO GERAL

As proteinas sdo as macromoléculas mais versateis nos sistemas vivos, estao no centro
da maioria dos processos bioldgicos, o que gera a necessidade de entender seu funcionamento
para explicar os fundamentos da vida (LIEBSCHNER et al., 2019). Seu enovelamento converte
as informacdes unidimensionais, codificadas a partir de uma sequéncia de genes, em uma
estrutura tridimensional biologicamente ativa (TUINSTRA et al., 2008).

A funcdo de uma proteina depende de sua estrutura, porém, a determinacdo de
estruturas de proteinas tem sido um grande desafio ha décadas. A principal técnica usada para
este fim é a cristalografia de raios X, a qual permite determinar as posi¢cdes atdmicas, as
interacdes inter e intramoleculares e a estrutura geral de qualquer molécula (AITIPAMULA;
VANGALA, 2017).

A cristalografia de proteinas vem crescendo desde que a primeira proteina foi estudada
por esta técnica (mioglobina — 6 A) em 1958 (KENDREW et al., 1958). Por exemplo, nos
ultimos 10 anos, o nimero de estruturas determinadas por difracdo de raios X correspondeu a
um aumento de 52% em relacdo ao da década anterior (BERMAN et al., 2000). Isso pode ser
justificado devido a disponibilidade de fontes de raios X sincrotron muito poderosas, bem como
a introducdo de novos algoritmos e softwares sofisticados para a resolucéo e refinamento da
estrutura (WLODAWER et al., 2014).

Quando estruturas de proteinas sdo determinadas, os modelos macromoleculares
revelam a base quimica da sua funcdo, ajudam a explicar o funcionamento de maquinas
moleculares, esclarecem a base molecular da disfuncdo em doencas e sdo usadas para o
desenvolvimento de vacinas e medicamentos (FORSTER; SCHULZE-BRIESE, 2019).

No contexto atual, em que cresce a demanda pelo conhecimento de estruturas proteicas
em nivel molecular, o presente trabalho compreendeu a elucidacdo da estrutura tridimensional
de duas proteinas com funcéo enzimatica: Urocanato Hidratase de Trypanosoma cruzi (TcUH)
e Gliceraldeido-3-Fosfato Desidrogenase de Schistosoma mansoni (SMGAPDH). Também
foram desenvolvidos protocolo para expressdo, purificacdo, ensaios de cristalizacdo e
modelagem por homologia da enzima Glicose-6-Fosfato-1-Epimerase de Naegleria gruberi
(NgG6P-1E).

Para auxiliar a organizacdo desta tese, ela foi dividida em 3 capitulos, tal que cada um
deles compreende uma introducdo, objetivos especificos, resultados e discussdes e conclusdes

referentes a cada enzima estudada.
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No capitulo 1 é descrito o estudo da Urocanato Hidratase de Trypanosoma cruzi, que
compreende a cristalizacao, a determinacéo da estrutura tridimensional e analises comparativas,
em nivel estrutural, com proteinas homélogas.

No capitulo 2 é descrito o estudo da Gliceraldeido-3-Fosfato Desidrogenase
Schistosoma mansoni, que compreende o desenvolvimento de protocolo de expresséo,
purificacdo e cristalizacdo. Também realizou-se a determinacdo da estrutura tridimensional e
anélises comparativas com varias GAPDH’s de diferentes espécies.

No capitulo 3 € descrito o estudo da Glicose-6-Fosfato-1-Epimerase de Naegleria
gruberi, que compreende o desenvolvimento de protocolo de expresséo, purificacdo, ensaios de

cristalizacdo e modelagem por homologia da estrutura.
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OBJETIVO GERAL

Caracterizar estruturalmente as enzimas TcUH, SmMGAPDH e NgG6P-1 com vistas a
buscas de inibidores diferenciais para prejudicar o metabolismo dos patdgenos envolvidos nas
doencas de Chagas, Esquistossomose e Meningoencefalite Amebiana Primaria,

respectivamente.
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CAPITULO 1 - UROCANATO HIDRATASE DE Trypanosoma cruzi (TCUH)

1. 1 INTRODUCAO

1.1.1 Doenca de Chagas e o0 Trypanosoma cruzi: Aspectos Gerais

A Doenca de Chagas ou Tripanossomiase americana é uma zoonose endémica causada
pelo protozoario Trypanosoma cruzi (CHAGAS, 1909). Estima-se que 8 milhdes de pessoas
estejam infectadas em todo o mundo, principalmente na América Latina e mais de 10 mil
pessoas morrem todos 0s anos em decorréncia de manifestacdes clinicas da doenca de Chagas,
e mais de 25 milhGes de pessoas correm o0 risco de contrair a doenga (OWS, 2019). A
Tripanossomiase é transmitida por aproximadamente 130 espécies de triatomineos da familia
Reduviidae e capazes de infectar mais de 150 espécies de mamiferos domésticos e selvagens
(XAVIER et al., 2014).

No territério brasileiro ha a ocorréncia de 68 espécies de triatomineos, das quais 13
sdo consideradas com importancia epidemioldgica: Panstrongylus geniculatus, Panstrongylus
lutzi, Panstrongylus megistus, Rhodnius nasutus, Rhodnius neglectus, Rhodnius robustus,
Triatoma maculata, Triatoma pseudomaculata, Triatoma infestans, Triatoma rubrovaria,
Triatoma brasiliensis, Triatoma sordida e Triatoma vitticeps (BRASIL, 2019a). A propagacéo
da doenca esta relacionada as migrac6es humanas descontroladas, a degradacdo ambiental, as
mudancgas climaticas, as altas concentragdes populacionais em areas urbanas e as condi¢oes
socioecondmicas precarias (DIAS et al., 2016).

Os mecanismos para transmissdo da infeccdo de seres humanos por doenga de Chagas
podem ser divididos em primarios e secundarios. Os primarios envolvem os vetores biologicos,
a transfusdo de sangue, a via oral (alimentos contaminados) ou ainda transmissao através da
placenta ou do canal do parto. Os secundarios estdo relacionados com acidentes laboratoriais,
manipulacdo de animais infectados, transplante de &rgdos, sexualmente (feridas,
espermatozoides ou fluidos menstruais) e infeccdo induzida criminalmente por inoculagéo ou
por via oral (COURA, 2007).

Atualmente no Brasil, a transmisséo oral € a principal forma de contégio da doenca de
chagas (BRASIL, 2019a). Os surtos mais recentes desta forma de transmissao aconteceram com
a ingestdo de alimentos in natura, como suco bacaba (no Para e no Maranhdao em 2006), caldo
de cana (em Santa Catarina em 2005 e na Bahia em 2006) e polpa de acai (no Para, 2006 e em
2007 e no Amazonas em 2007) (RUEDA et al., 2014). Em 2017, a transmissdo oral
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correspondeu 73% (869 casos), seguidos pela transmissdo vetorial com 8,9% (105 casos)
(BRASIL, 2019a).

A cardiopatia chagasica possui duas fases clinicas, uma aguda e outra crénica. Os casos
agudos geralmente comegcam com picadas de insetos triatomineos infectados quando perfuram
a pele para sugar sangue e, simultaneamente, depositam fezes contendo tripomastigotas de T.
cruzi. Esta fase normalmente é assintomatica porém alguns poucos sintomas apresentam-se
inespecificos e se assemelham a uma doenca viral comum (KRATZ et al., 2018). Febre e
cefaleias comecam 1 ou 2 semanas ap0s a entrada do parasita na corrente sanguinea
(BOSCARDIN et al., 2010), os individuos também podem apresentar a conjuntivite unilateral
(sinal de Romafia) (HEMMIGE; TANOWITZ; SETHI, 2012) e, eventualmente, alguns
sintomas como linfadenopatia e esplenomegalia, mialgia, mal-estar, dores musculares, sudorese
e hepatoesplenomegalia (BOSCARDIN et al., 2010). No Brasil, entre o periodo de 2008 a 2017,
foram registrados casos confirmados de doenca de Chagas aguda na maioria dos estados
brasileiros, entretanto, a maior distribuicdo, aproximadamente 95% dos casos, foi na regido
Norte (BRASIL, 2019b).

A fase crdnica comeca no momento em que as manifestagdes clinicas da fase aguda
(se houver) desaparecem. Essa fase ha trés principais tipos de manifestagfes: a forma
indeterminada, a qual ndo compromete os 6rgdos, e as formas cardiacas caracterizada
principalmente por insuficiéncia, arritmias e tromboembolismo e a formas digestivas a qual
apresenta inchaco do eséfago e do célon (MONCAYO; ORTIZ YANINE, 2006). O tratamento
atual depende de dois medicamentos nitroheterociclicos, introduzidos nos anos 60 e 70,
respectivamente: o Nifurtimox, um nitrofurano e o Benzonidazol (Figura 1), um derivado
nitroimidazole (KRATZ et al., 2018; URBINA; DOCAMPO, 2003).

No Brasil, 0 Benzonidazol é o farmaco de escolha disponivel, entretanto o Nifurtimox
pode ser utilizado como alternativa em casos de intolerancia aos pacientes que ndo respondam
ao tratamento com Benzonidazol (BRASIL, 2019a), o qual age via estresse redutivo,
envolvendo a interferéncia na sintese de macromoléculas por meio de liga¢des covalentes entre
intermediérios de nitroreducdo e varios componentes celulares do parasita, tais como DNA,
lipidios e proteinas. Também tem mostrado efeitos positivos melhorando a fagocitose,
estimulando a resposta imune do hospedeiro por meio da produgdo de y-interferon (PAES et
al., 2011). Este medicamento é altamente ativo na fase aguda da doenga (SCARIM et al., 2018),
mas sua eficacia na fase cronica permanece controversa (DUSCHAK; COUTO, 2007; PAES et

al., 2011). No entanto, poucos pacientes séo diagnosticados precocemente, pois o estagio agudo
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se comporta silenciosamente ou porque 0s pacientes ndo tém acesso a um diagnostico e
tratamento adequados (SCARIM et al., 2018).

Figura 1 - Dados quimicos, bioguimicos e farmacologicos do Benzonidazol.

Formula estrutural I ) \/@
\—/

Férmula molecular C,,H;)N,O4
Peso molecular 260,25 g/mol
Mecanismo de acéo Apos ativacdo pelas nitroredutases trypanosomal

os metabolitos formados interagem com varias
biomoléculas levando a morte do parasita

Duracéo do tratamento | 60 dias
Indicacdo Fase aguda e cronica com algumas limitacdes

Via de administracio Oral

Fonte: Adaptado de KRATZ et al. (2018).

Desde a descoberta da doencga, nenhuma droga demonstrou eficacia para as fases
indeterminada e crbnica (SCARIM et al., 2018), além disso, os medicamentos atuais
apresentam diversos efeitos colaterais, incluindo anorexia, vomitos, dermopatia alérgica e
polineuropatia periférica (DUSCHAK; COUTO, 2007). Tendo em vista que o Nifurtimox e o
Benzonidazol estdo longe de ter os requisitos para considera-los ideais como drogas anti-
chagasicas, a busca por novos compostos com baixa toxicidade e eficacia aumentada durante
as fases indeterminada e crénica, continua relevante (DUSCHAK; COUTO, 2007; FIELD et
al., 2017).

O Trypanosoma cruzi possui o ciclo de vida dividido em trés estagios morfologicos:
amastigota, tripomastigota e epimastigota (Figura 2). Cada estdgio confere ao parasita a
capacidade de sobreviver em diferentes ambientes (BRENER, 1973) uma vez que é capaz de
utilizar carboidratos e aminoacidos como fonte de energia (CAZZULO, 1994). Como
consequéncia, algumas vias metabdlicas especificas de T. cruzi, que envolvem
proteinas/enzimas foram avaliadas como alvos terapéuticos, bem como varios medicamentos

que interferem nessas vias prometem terapias potenciais promissoras, abrindo a possibilidade
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de desenvolvimento de drogas mais especificas e menos tdxicas para o tratamento da doenca
de Chagas (CHATELAIN, 2017).

A L-histidina pode desempenhar um papel relevante como fornecedora de
intermediérios do ciclo de &cidos tricarboxilicos (TCA), uma vez que opera, em parte, baseado
na conversdo de histidina em glutamato e, posteriormente, em a-cetoglutarato no estagio de
insetos. T. cruzi. Esse fato faz da histidina uma fonte de energia eficiente para o parasita.
Também foi demonstrado que no parasita a histidina e o urocanato aumentam quando 0s
mesmos atingem a fase estacionaria, o que pode estar relacionado a sua resisténcia ao estresse
nutricional (BARISON et al., 2017).

A rota metabélica da histidina (APENDICE A) compreende as seguintes enzimas:
histidina amonia liase (EC 4.3.1.3), urocanato hidratase (EC 4.2.1.49), 4-imidazolona-5-
propionase (EC 3.5.2.7) e formimino glutamase (EC 3.5.3.8). O glutamato final pode, por sua
vez, ser i) convertido em outros aminodacidos, por exemplo, glutamina (CRISPIM et al., 2018);
ii) utilizado como doador de -NH2 em reacGes de transaminacdo, tendo como principal
aceitador o piruvato, produzindo alanina e o ciclo-acido tricarboxilico (TCA) a-cetoglutarato
intermediario (a-KG); ou iii) desaminado por uma glutamato desidrogenase (GDH) para formar
0-KG (BARISON et al., 2016; PAES et al., 2011, 2013).

No caso particular deste trabalho, o interesse esta na segunda enzima da via, Urocanato
Hidratase (UH).
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Figura 2 - Ciclo de vida do T. cruzi.

Fases no inseto vetor

Fases no mamiferohospedeiro

Legenda: 1. O triatomineo (fémea ou macho) pica o hospedeiro vertebrado e ingere tripomastigotas circulantes. 2.
Tripomastigotas metaciclicos. 3. Tripomastigotas diferenciam-se em epimastigotas e alguns esferomastigotas. 4.
Epimastigotas multiplicam-se no intestino médio do inseto vetor. 5. Epimastigotas diferenciam-se em
tripomastigotas metaciclicos no intestino posterior. 6. O vetor transmite tripomastigotas metaciclicos nas fezes
préximo ao local da picada de um hospedeiro mamifero. 7. Tripomastigotas metaciclicas se formam. 8. O
tripomastigota metaciclico infecta macrofagos 9. O tripomastigota metaciclico transforma-se em amastigota. 10.
O Amastigota € liberado do vacuolo parasitéforo. 11. Os Amastigotas multiplicam-se no citoplasma. 12. Os
Amastigotas diferenciam-se em tripomastigotas. 13. Tripomastigotas sao liberados para fora da célula. 14. Formas
Amastigotas e tripomastigotas. 15. (a) Tripomastigotas e (b) amastigotas infectam macréfagos. Na parte central
da figura, estdo os mais importantes reservatorios envolvidos na manutengdo do parasita nos ambientes doméstico
e peridoméstico.

Fonte: Adaptado de Teixeira et al. (2012).
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1.2 ENZIMA UROCANATO HIDRATASE (UH)

A enzima UH (E.C 4.2.1.49) é encontrada em diferentes organismos e foi isolada a
partir de varios procariotos e eucariotos, incluindo humanos. Considerando o repositério
virtual, no “Protein Data Bank” (PDB), atualmente, existem apenas SeiS estruturas de UH’s
determinadas cristalograficamente: Urocanato Hidratase de Pseudomonas putida (PpUH —
codigos PDB: 1UWK, 1UWL, 1W1U e 2V7G) (Figura 3-A), Urocanato Hidratase de
Geobacillus kaustophilus (GKUH — codigo PDB: 1X87) (Figura 3-B) e Urocanato Hidratase de
Bacillus subtilis (BsUH — codigo PDB: 2FKN) (Figura 3-C).

Figura 3 - Estrutura tridimensional das proteinas homélogas a TcUH depositadas no PDB.

Legenda: A) PpUH, B) GKUH e C) BsUH
Fonte: BERMAN et al. (2000).

Conforme descrito, sob condices fisiologicas, a PpUH € um homodimero e apresenta
uma molécula de NAD* (nicotinamida adenina dinucleotideo) ligado em cada mondmero
(KESSLER; RETEY; SCHULZ, 2004; KLEPP et al., 1990).

Alguns dos compostos ja caracterizados como inibidores ou com agdo inibidora
significativa em uma enzima UH sdo: boro-hidreto de potéssio, imidazolpropionato, fumarato,
fenil-hidrazina, hidroxilamina, semicarbazida, cianeto de potassio (GEORGE; PHILLIPS,
1970), 4-bromocrotonato (LANE et al., 1976), tioglicolato, 2-mercaptoetanol, tioglicolato,
ditioeritritol, 3-mercaptopropionato (HUG; O’DONNELL; HUNTER, 1978), ion cuprico
(HUG; ROTH, 1973) e acido 2-fluorourocanico (KLEE et al., 1977).

A elucidacdo da estrutura tridimensional de TcUH por cristalografia de raios X
adiciona informacdes valiosas per se, como a melhor compreensdo da enzima em nivel
molecular. Identificada como alvo molecular terapéutico no Banco de Dados de Alvos da
OMS/TDR (Aguero et al., 2008), sua estrutura 3D pode ser usada para buscas in silico de
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inibidores, que, a longo prazo, indicariam compostos lideres para o desenvolvimento de novos

agentes antichagasticos.

1.3 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Otimizar as condi¢des de cristalizacdo da TcUH obtidos durante o periodo do mestrado,
a fim de obter dados a maior resolucao;

e Obter cristais da TcUH com qualidade melhorada para resolucdo da estrutura por
difracdo de raios X;

e Refinar a estrutura proteica a partir de dados de difracdo de raios X;

e Realizar estudos de comparacBes estruturais da enzima estudada com proteinas

homologas.

1.4 MATERIAIS E METODOS

1.4.1 Procedimentos Experimentais

1.4.1.1 Clonagem, expressao e purificacao

Os protocolos referentes a estes procedimentos foram obtidos durante o periodo do
mestrado e foram publicados (BOREIKO; SILVA; IULEK, 2016). Desta forma os experimentos
para expressao e purificagdo foram repetidos para obtengdo da enzima 7cUH pura a ser utilizada

nos novos ensaios de cristalizagao.

1.4.1.2 Otimizagao das condigoes de cristalizagao

Para melhorar a qualidade dos cristais obtidos anteriormente (BOREIKO; SILVA,;
IULEK, 2016), novos ensaios de cristalizagdo foram preparados manualmente usando o método
de difusdo de vapor em gota suspensa (MCPHERSON, 1999) alterando a concentracdo da
enzima para 8,0, 9,5 e 12,0 mg mL, quantificado pelo método de Bradford (BRADFORD,
1976). As gotas continham 2 pL de solucdo de reservatorio misturada a 2 pL de solucédo de
proteina e foram equilibradas contra 500 pL de solugdo de reservatdrio em placas de 24 pogos
a 18 °C.
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1.4.1.3 Coleta de dados

Os dados de difracdo de raios X foram coletados em comprimento de onda de 1.458 A
na presenca de nitrogénio a 100 K, usando uma fonte de radiacao sincrotron, na estacdo W01B-
MX2 no Laboratério Nacional de Luz Sincrotron (LNLS), com um detector PILATUS 2M
(Dectris). O cristal foi coletado com um crioloop e congelado diretamente em uma corrente de

nitrogénio a 100 K, uma vez que a condicado de cristalizacdo ja era crioprotetora.

1.4.2 Procedimentos Computacionais

1.4.2.1 Determinagdo de estrutura por difragdo de raios X

1.4.2.1.1 Processamento das imagens

Indexagdo, integracdo e escalonamento foram realizados com os programas

computacionais Xds/Xscale (KABSCH, 2010).

1.4.2.1.2 Faseamento inicial por substitui¢cao molecular

Realizou-se uma busca com a ferramenta Basic Local Alignment Search Tool
(BLAST), disponivel no site do National Center of Biotechnology Information (NCBI), para
identificar qual estrutura depositada no PDB apresentava maior percentagem de identidade e
ampla cobertura com a enzima 7cUH. Apds defini¢do da homdloga a ser utilizada, a sequéncia
desta e da 7cUH foram alinhadas com o programa T-Coffee (NOTREDAME; HIGGINS;
HERINGA, 2000), com o modo default. Esse alinhamento foi usado como entrada no programa
Chainsaw (STEIN, 2008) com o modo "maxi", o qual mantém o nimero maximo de atomos
comuns aos residuos da estrutura alvo e do modelo. A determinac¢do das funcdes de rotacdo e

translacao foi realizada pelo programa Phaser (MCCOY et al., 2007).
1.4.2.1.3 Modelagem e refinamento
Para a modelagem e refinamento, a estrutura da 7cUH foi inicialmente submetida ao

programa Phenix.autobuild (AFONINE et al., 2005), o qual utilizou fatores de estrutura e dados

de incertezas obtidas do modelo de partida resultante da substituicdo molecular.
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O ajuste manual das posi¢gdes atomicas foi realizado através de um processo interativo
com os programas Phenix.refine (AFONINE et al., 2005) e COOT - Crystallographic Object-
Oriented Toolkit (EMSLEY; COWTAN, 2004). Os mapas utilizados para visualizagdo de
densidade eletronica foram Fourier diferenca mFo-DF com o igual a 3 e densidade eletronica

2mFo-DFc com o igual a 1.

1.4.2.1.4 Validagdo do modelo final

Os programas utilizados para a validagcdo da estrutura foram: Procheck (LASKOWSKI
et al., 1993), Whatcheck (HOOFT et al., 1996), wwPDB Validation Service ValidationPDB
(WESTBROOK et al., 2003) e Molprobity (CHEN et al., 2010). Para o célculo dos indices de
ajuste na densidade eletronica, RSR (valor residual no espago real), e RSCC (valor do
coeficiente de correlacao no espaco real), o programa Mapman (KLEYWEGT; JONES, 1996)

foi utilizado.

1.4.2.2 Andlises e comparagdes estruturais

1.4.2.2.1 Topologia

A estrutura foi analisada pela ferramenta PDBsum (LASKOWSKI, 2009) para

obtenc¢ado do diagrama de topologia e para célculo das areas de contato entre os mondmeros.

1.4.2.2.2 Comparagoes entre os monomeros e os dominios da TcUH

As comparacdes entre os mondmeros € os dominios foram realizadas por meio de
sobreposi¢do estrutural com a utilizacdo do programa MultiProt (SHATSKY; NUSSINOV;
WOLFSON, 2004). O célculo do RMSD (do inglés, Root Mean Square Deviation, ou seja,
Desvio Quadratico Médio das Distancias) entre os Cas foi realizado com o programa Lsgkab

(KABSCH, 1976).

1.4.2.2.3 Comparagoes estruturais com proteinas homologas

Sobreposigdes estruturais foram realizadas com a utilizagdo do programa MultiProt

(SHATSKY; NUSSINOV; WOLFSON, 2004). As estruturas das proteinas homodlogas foram
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selecionadas com base em uma busca feita pela ferramenta BLAST, disponivel no site do NCBI.
Ainda, outros critérios utilizados para sele¢ao foram a resolugdo e a presenca de ligantes.
O calculo do RMSD entre os Cas das proteinas homoélogas foi realizado com o programa

Multiprot (SHATSKY; NUSSINOV; WOLFSON, 2004).

1.4.2.2.4 Andlises dos contatos com os ligantes (NAD" e urocanato) e alinhamento das
sequéncias

Os contatos com 0 NAD" foram determinados com o programa Ncont do pacote
Collaborative Computational Project No.4 (CCP4) através da andlise da estrutura da 7cUH
refinada considerando-se até 3,5 A de distAncia para qualquer 4tomo.

Os contatos com o urocanato na estrutura homologa (PDB: 1UWK) foram
determinados com o programa Ncont até 3,5 A de distancia e, através do alinhamento da
sequéncia desta com a TcUH, os aminoacidos de contato equivalentes foram presumidos.

O alinhamento entre as sequéncias foi obtido com o programa M-Coffee, o qual utiliza
varios algoritmos combinados. Em seguida, faz uso do T-Coffee (NOTREDAME; HIGGINS;
HERINGA, 2000) para combinar todos esses resultados em um unico alinhamento final. A
visualizacdo do alinhamento se deu por meio do programa ALINE (BOND; SCHUTTELKOPF,
2009) sendo as estruturas secundarias estimadas pelo programa DSSP (KABSCH; SANDER,
1983). O fundo da Figura do alinhamento foi colorido de acordo com a convengao de Alscript

Calcons (BARTON, 1993).

1.4.2.2.5 Analises da orientacdo relativa dos dominios

As andlises da orientacdo relativa dos dominios, foi feita com o programa DynDom
(Protein Domain Motion) (HAYWARD; KITAO; BERENDSEN, 1997) o qual determina o
movimento dos dominios, a regido e os residuos que funcionam como dobradi¢as para os

movimentos.
1.4.2.2.6 Andalises das ligacoes de hidrogénio e pontes salinas
A andlise dos residuos e atomos que interagem formando ligagdes de hidrogénio e

pontes salinas entre dominios foi feita pelo programa PISA (KRISSINEL; HENRICK, 2007).

Com o mesmo, também foram calculados os valores de AG (kcal/mol) e a area da superficie
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molecular (A?) envolvida na interface.

1.5 RESULTADOS E DISCUSSAO

1.5.1 Procedimentos Experimentais

1.5.1.1 Expressdo e purificacdo

Os experimentos de producdo da enzima recombinante possibilitaram produzir
quantidade suficiente da enzima expressa. A purificacdo também foi eficiente e permitiu a

obtencdo da enzima com grau de pureza adequado para 0s ensaios de cristalizag&o.

1.5.1.2 Otimizacéo das condicdes de cristalizacéo

Cristais foram obtidos nas trés concentracdes de proteina testadas (8,0, 9,5 e 12,0 mg
mL1). O cristal que proveu melhor resolucio foi obtido em 0,04 mol L™ de di-hidrogenofosfato
de potéssio, 16,0% (m/V) de polietileno glicol 8000 e 24,0% (V/V) de glicerol, estando a enzima
na concentragdo de 9,5 mg mL? (Figura 4).

Figura 4 - Cristais obtidos no experimento de cristalizacdo (enzima TcUH a 9,5 mg mL™2).

Legenda: Dimensdes aproximadas do cristal apontado: 240 pm x 50 pm.
Fonte: A autora.
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1.5.2 Procedimentos Computacionais
1.5.2.1 Determinagdo da estrutura por difragdo de raios X
1.5.2.1.1 Processamento das imagens

Para o cristal em destaque na Figura 2, foram obtidas no total 720 imagens de difragao,
que foram entdo processadas a 2,16 A de resolugdo. O processamento indicou que o cristal
pertence ao grupo de espago P21, com parametros de cela a = 84,61, b= 134,79, c = 113,40 A
e f = 93,25°. A unidade assimétrica contém um tetramero de massa molecular 299.080 Da,
consequentemente, o coeficiente de Matthews (MATTHEWS, 1968) calculado foi 2,14 A3/Da,
com teor de solvente de 42,43%.

O corte de resolucdo em 2,16 A foi realizado com base nos valores dos indices de
completeza, relagdo sinal/ruido «(Z/o(1)>, Rmerge, Rmeas €, principalmente, CCi2 (EVANS;
MURSHUDOYV, 2013). A Tabela 1 traz as estatisticas do processamento e refinamento dos
dados de difragao do cristal obtido.
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Tabela 1- Dados estatisticos do processamento e refinamento.

Dados do Processamento

Parametros de cristal

Grupo de espaco P21
Dimensao da cela unitaria
a, b, c(A) 84,61; 134,79; 113,40
a, B,y (°) 90; 93,25; 90
Coleta de dados
Faixa de resolucdo (A) 113,22 - 2,16 (2,22-2,16)
N°. de reflexdes Unicas 128119 (9011)
Rmerge 7,3 (73,7)
Média [I/o(1)] 15,52 (2,05)
Completeza (%) 94,3 (84,2)
CCur2 99,8 (68,2)
Multiplicidade 5741
Dados do Refinamento
Rwork 0,2181
Rtree 0,2546
Desvio Médio Quadratico
Comprimento de ligacdo (A) 0,002
Angulo de ligagdo (°) 0,544
Fator de B-médio (A?)
Global 51,825
Macromoléculas 52,132
Solvente 42,145
Ligantes 51,819
Estatistica de Ramachandram (%)
Favoraveis 90,1
Adicionalmente permitidas 9,3
Generosamente permitidas 0,3
N&o permitidas 0,2

Legenda: Os valores entre parénteses correspondem a Gltima faixa de resolugdo.
Fonte: A autora.

1.5.2.1.2 Faseamento inicial por substitui¢do molecular

A proteina escolhida para produzir o modelo para substituicdo molecular foi a PpUH
(36% de identidade de sequencial e 81% de cobertura), codigo PDB 1UWK (KESSLER;
RETEY; SCHULZ, 2004). O alinhamento utilizado como entrada para o programa Chainsaw
esta representado na Figura 5. Para obter um resultado mais avangado na substituicdo molecular,
a estrutura do modelo foi dividida em 2 dominios, devido aos mondmeros da 7cUH possuirem
orientacao entre dominios diferente. Assim, a divisdo deu-se da seguinte forma: dominio central

(residuos 1-219 e 436-675 do modelo) € dominio do NAD™ (residuos 220-435 do modelo).
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Figura 5 - Alinhamento da sequéncia de aminoacidos da enzima TcUH com a proteina mais similar disponivel no

PDB (PpUH).
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Legenda: O fundo da figura foi colorido de acordo com a convencdo de Alscript Calcons (BARTON, 1993). A

regido com barra amarela mostra os aminoacidos do dominio do NAD* e

aminoacidos do dominio central.

Fonte: A autora.

1.5.2.1.3 Modelagem e refinamento

a regido com barra turquesa 0s

Durante o refinamento/modelagem, verificou-se que a qualidade da densidade

eletrdnica em varias por¢des das cadeias A e B é superior a das cadeias C e D. Assim, no modelo

final, 376 residuos tiveram suas cadeias laterais ndo completamente modeladas devido a

auséncia de densidade eletrénica convincente. Devido a mesma razdo, alguns residuos de

aminoacidos da cadeia principal ndo foram modelados: (a) mondémero A: 1, 2, 422-431, 673-
675; (b) mondmero B: 1, 2, 24, 418-431, 672-675; (c) monémero C: 1, 2, 332-335, 422-440,
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667-675 e (d) monémero D: 1-7, 17-18, 23-30, 293-294, 313-314, 329-337, 394-399, 417-437,
475-488, 498-505, 668-675. Estes totalizaram 15, 22, 34 e 86 residuos nos mondmeros A, B, C

e D, respectivamente.

1.5.2.1.4 Validagao do modelo final

O resultado do programa Procheck no tocante aos angulos phi (¢) e psi (w) esta
representado no gréfico de Ramachandran (Figura 6). Dos 3129 aminoacidos analisados, 90,1%
estdo em regibes mais favoraveis, 9,3% nas regides adicionalmente permitidas, 0,3% nas

regibes generosamente favoraveis e 0,2% em regides ndo permitidas (Figura 6).

Figura 6 - Gréfico de Ramachandran da estrutura da TcUH.
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Legenda: As glicinas sdo representadas por tridngulos e os demais aminoacidos por quadrados. As areas em
vermelho sdo chamadas de regides muito favoraveis; em amarelo, adicionalmente permitidas; em bege, de regides
generosamente permitidas, e em branco, de regides ndo permitidas. Figura gerada pelo programa Procheck.
Fonte: A autora.

No tocante as Serl72, GIn209 e Arg559, em destaque nas regiGes generosamente
favoraveis ou ndo permitidas do grafico, em todos os mondémeros a densidade eletronica
corrobora as conformacdes adotadas no modelo. Nas estruturas das proteinas homologas
(PpUH - PDB: 1UWK, GkUH - PDB: 1X87 e BsUH - PDB: 2FKN) estes residuos estdo nas

regibes permitidas, exceto GKUH (nimeros de residuo GIn126 e Arg450), os quais nao foram
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modelados. A GIn209 e a Arg559 fazem contato com NAD™ e sdo conservados nas estruturas
homologas, enquanto Ser172 esta envolvida em uma rede de ligagdes de hidrogénio através de
Oy a Thr158-Oy1 e Arg178-Nn2 e atraves do N a His156, em uma regido proxima ao centro do
tetrdmero. Nas estruturas homdlogas, os residuos Thr ocupam essa posi¢ao, que, no entanto,
apresentam interagcdes semelhantes.

Para se estimar o ajuste da estrutura a densidade eletrénica, realizaram-se calculos dos
indices RSCC e RSR para cada monémero e residuo, mostrados na Tabela 2 (por cadeia e
global) e nos gréficos (por residuo) das Figuras 7 (A-D).

Nas Figuras 8C e 7D (correspondentes aos monémeros C e D), observam-se trechos
onde os valores de RSCC apresentam-se relativamente baixos e de RSR relativamente altos;
estes trechos pertencem ao dominio do NAD?, ou seja, estdo compreendidos entre os residuos
220 e 435.

Tabela 2 - Valores de RSCC e RSR por cadeia e global.

Cadeia RSCC RSR
A 0,9450 0,1356
B 0,9466 0,1335
C 0,8966 0,1878
D 0,8670 0,2200
Todas as cadeias 0,9152 0,1677

Fonte: A autora.



Figura 7 - Qualidade do ajuste na densidade eletrdnica representada em graficos por cadeia e por residuo.
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(C) Mondmero C

(D) Monémero D
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A validacao realizada pelo programa Molprobity (CHEN et al., 2010) foi especifica para
verificacdo da normalidade dos rotdmeros. Apenas 7 deles ndo estdo entre os mais comuns
(Asp563 do mondmero A, Tyr404 e Tyr437 do monomero B e Arg636 do mondmero A, B C e
D), porém, estdo perfeitamente ajustados na densidade eletronica, o que confirma a posi¢ao em

que foram refinados (Figura 8 - A-G).

Figura 8 - Residuos modelados na densidade eletronica que nao estdo entre os rotdmeros mais comuns.

Legenda: A) Asp563 do monémero A. B) Tyr404 do mondmero B. C) Tyr437 do monémero B. D) Arg636 do
mondmero A. E) Arg636 do monémero B. F) Arg636 do monémero C. G) Arg636 do mondémero D. O contorno
do mapa de densidade eletronica em azul corresponde a 2mFo-DFc a 1.0 o.

Fonte: A autor.

1.5.2.2 Analises e comparac0es estruturais

1.5.2.2.1 Estrutura da TcUH e topologia

TcUH ¢ uma proteina relativamente grande (675 aminoacidos por mondmero) que
cristalizou como homotetramero na unidade assimétrica (Figura 9). Cada mondémero apresenta
dois dominios, a saber, um dominio central (residuos 1-224 e 443—675 para TcUH, de acordo
com os resultados do DynDom), que forma as interfaces entre os protdmeros e a sequéncia
inserida no dominio de ligagdo ao NAD" (residuos 225-442 para TcUH, de acordo com os
resultados do Dyndom). Na estrutura 7cUH, existem quatro moléculas de NAD", uma por
mondmero. No entanto, o NAD" ndo foi adicionado as gotas de cristaliza¢do e sua presenga na
estrutura 7cUH corrobora com relatos anteriores de que o mesmo deve estar presente durante o

enovelamento da proteina (LENZ; RETEY, 1993). Sabe-se que o NAD" atua como um eletrofilo
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para a UH (RETEY, 1994).
Figura 9 - Estrutura tridimensional da TcUH.
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Legenda: Monémero A em verde, monémero B em ciano, mondmero C em magenta e mondmero D em amarelo,
dominio NAD* em tom mais claro e moléculas NAD* em bastdo vermelho. Esta e outras figuras de estrutura foram
preparadas usando o programa PyMOL (DeLano, 2002).

Fonte: A autora.

A Figura 10 mostra o diagrama de topologia que representa os elementos de estrutura
secundaria, produzido pela ferramenta PDBsum (LASKWOSKI, 2001) para um dos

monémeros (B).

Figura 10 - Diagrama de topologia para a estrutura da TcUH.

Legenda: Os cilindros vermelhos representam as hélices-a, as setas rosas as fitas-f e as linhas azuis os loops.
Figura gerada por meio da ferramenta PDBsum.
Fonte: A autora.
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Os demais resultados obtidos pelo PDBsum (Tabela 3) indicaram que entre os
mondmeros A:B e C:D ha maior area interfacial e maior nimero de ligacGes de hidrogénio;
portanto, estes mondmeros apresentam maior interacdo entre si do que com 0s demais
mondmeros. Este fato também pode ser considerado um indicativo de que a enzima é um
homodimero em condicdes fisioldgicas, assim como a enzima PpUH (KESSLER; RETEY;
SCHULZ, 2004).

Tabela 3 - Areas de interface entre os mondémeros (A, B, C e D) correspondentes aos tetramero.

Monomeros N° de Area da N° de N° de N° de
residuos na Interface pontes ligacGes de contatos sem
interface (A?) salinas hidrogénio ligacoes

A:B 87 : 84 3818 : 3814 4 52 596
A:C 9:9 455 : 427 1 1 44
B:C I:1 135:139 - - 1

B:D 10: 10 422 : 445 1 1 45
C:D 77 : 80 3478 : 3496 2 50 515

Legenda: O simbolo ":" representa as inter-relagBes entre os mondmeros, entre os residuos e areas de interface.
Dados obtidos pela ferramenta PDBsum.
Fonte: A autora.

1.5.2.2.2 Andlises dos contatos com os ligantes (NAD" e urocanato) e alinhamento das
sequéncias

Apesar do enovelamento da 7cUH e das homodlogas serem similares, existem
diferengas, observadas pelo alinhamento (Figura 11), no sitio ligante do NAD" entre as
estruturas homoélogas, considerando-se uma distancia de até 3,5 A com o ligante. A Gli em
PpUH (residuo 179), GKUH (residuo 174) e BsUH (residuo 175) ¢ alterada para Ser258 em
TcUH. Além disso, uma Ala em PpUH (residuo 244), GKUH (residuo 239) e BsUH (residuo
240) ¢ alterada para Val323 em 7cUH. No entanto, os residuos hidrofobicos em PpUH (residuo
275), GKUH (residuo 270) e BsUH (residuo 271), Leu, Ile e Val, respectivamente, correspondem
auma Tyr356 em 7cUH. Vale destacar que estes diferentes residuos em 7cUH apresentam suas
cadeias laterias relativamente proximas ao NAD" principalmente a Ser258, a qual forma uma
ligacdo de hidrogénio através de seu Oy. No entanto, quando comparados a sequéncia do
Urocanato Hidratase de Homo sapiens (HsUH - eucarioto), esses residuos sdo idénticos aos da
TcUH.

Com relagéo aos contatos para urocanato, o alinhamento (Figura 11) mostra que esse

local é totalmente conservado entre todas as enzimas.



Figura 11 - Alinhamento da sequéncia de aminoacidos das enzimas TcUH, PpUH, GkUH, BsUH e HsUH.
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Legenda: Estrelas azuis indicam os residuos que fazem contato com o NAD* nos 4 mondmeros. Estrelas amarelas
indicam os residuos que fazem contato com o NAD* nas homdlogas e que sdo diferentes na TcUH. Triangulos
verdes indicam residuos que fazem contato com o urocanato em PpUH. Em vermelho estéo as fitas-p e as hélices-

.

Fonte: A autora.
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A conformacéo desses residuos também € conservada, com excecdo do Met257, que
no TcUH assume uma conformacdo diferente (Figura 12), em compara¢do com as outras

estruturas em que foi modelada.

Figura 12 - Comparagéo da Met257 (TcUH, verde) com suas correspondentes (PpUH, azul, BsUH, amarelo) nas
estruturas homélogas.

=

Fonte: A autora.

1.5.2.2.3 Andlises e comparagoes entre monomeros de TcUH, dominios e estrutura proteica
homodloga

As superposicdes entre os quatro mondmeros de 7cUH revelam diferengas na
orientagao relativa dos dominios, o que levou a um RMSD entre monomeros (A e C) de até
3.572 A. No entanto, quando dominios tinicos sdo sobrepostos, os valores de RMSD diminuem
acentuadamente, sugerindo que os dominios sdo estruturalmente conservados (Figura 13)

(Tabela 4).
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Figura 13 - Sobreposi¢do dos mondmeros da TcUH.

Legenda: Mondmero A em verde, monémero B em ciano, monémero C em magenta e mondmero D em amarelo.
A) Sobreposicao global dos monémeros, B) Sobreposi¢do dos dominios centrais e C) Sobreposigdo dos dominios
do NAD™.

Fonte: A autora.

Tabela 4 - Valores de RMSD (A) entre Ca’s das estruturas sobrepostas.

Monoémero D C B
A 1,144-0,382-0,526 3,572-0,392-0,684 0,582-0,460-0,320
B 0,991-0,468-0,528 3,345-0,420-0,667 -
C 3,258-0,460-0,827 - -

Legenda: Nas células, os valores sdo para: mondmero completo - dominio central - dominio do NAD*,
Fonte: A autora.

1.5.2.2.4 Andlises da orientacgdo relativa dos dominios

A analise feita com o programa DynDom, que compara 0s mondmeros em conjuntos
de dois a dois, destacou uma diferenca significativa na orientacdo do dominio do NAD" entre
0s monémeros A e C, principalmente (B e C e B e D, mostram praticamente as mesmas
diferencas, dado que A e B, entre eles, ndo apresentam diferenca significativa). Na comparacéo
entre os mondmeros A e C, o programa definiu duas regides de flexdo, envolvendo os residuos
220-225 e 442-443, que sao um ponto de suporte para a rotacdo relativa entre dominios e, nessa
estrutura, sdo terminais de a-hélices e suas vizinhangas. A rotacdo e translagdo estimadas entre
dominios s&o 22,9° e 0,1 A (Figura 14), respectivamente. Quando a comparacio foi feita com
os monémeros A e D, a diferenca de orientagdo entre dominios ainda € significativa, embora
menor, envolvendo aproximadamente as mesmas “regides flexiveis"”, com rotacdo e translacéo

estimadas de 8,6° e 0,1 A, respectivamente.
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Figura 14 - Orientacdes relativas entre dominios.

Legenda: A) Monémero A and B) Mondmero C. Os dominios centrais (“fixos") sdo mostrados em azul e os
dominios NAD* ("moveis") sdo mostrados em vermelho, regides de flexdo sdo mostradas em verde e as posicoes
eixo de rotacdo perpendicular sdo mostradas em magenta. Figura produzida por Dyndom (HAYWARD; KITAO;
BERENDSEN, 1997).

Fonte: A autora.

1.5.2.2.5 Analises das ligacdes de hidrogénio e pontes salinas

O mondmero A, que possui uma conformacéo "aberta” (Figura 14-A), apresenta 23
interacOes eletrostaticas (ligacbes de hidrogénio + pontes salinas), estimadas pelo PISA
(KRISSINEL; HENRICK, 2007), entre os dominios. No entanto, 0 monémero C apresenta 11
interacdes eletrostaticas entre os dominios (Tabela 5); a Unica interacdo (ligacdo de hidrogénio)

presente nos dois mondmeros é Gly222-N — Gly219-0.

Tabela 5 — Area da interface e niumero de interagdes eletrostaticas entre os dominios (central e NAD*).

Monémero Area da interface (A) Numero de interacgdes eletrostaticas
(HB + SB)
A 1043,1 23
B 11215 16
C 1261,0 11
D 532,9 2

Fonte: A autora.

Esses nUmeros de interagdes eletrostaticas podem parecer incoerentes, considerando a
proximidade geral entre os dominios. De fato, 0 monémero C apresenta mais interac@es (total
de 8 contra 2 do mondmero A) longe da regido de conexao isto é, uma regido de flexao, mais a
hélice 221-238, que parece mediar interacdes entre 0s dominios mas 0 monémero A apresenta

muito mais interacdes (total de 21 contra 3 do mondmero C) nessa regido de conexao.
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Parece que, para promover mudangas na orientacdo do dominio (ou como resultado
disso), varias ligacGes de hidrogénio e pontes salinas devem ser interrompidas e envolvem
principalmente a hélice 221-238, posicionada em uma espécie de interface central entre 0s
dominios. Como outra consequéncia da mudanca de orientacdo do dominio, a coiled coil entre
a parte (residuos 222-231) desta hélice e a que compreende os residuos 258-267 (no dominio
NAD") ¢ alterada, com os “passos” médios calculados pelo programa Twister (STRELKQOV;
BURKHARD, 2002) como 49,7 A para o momento A e 60,1 A para o monémero C.

Além disso, no monémero C, as cadeias laterais de muitos residuos em interagdo entre
essas duas primeiras hélices estavam desordenadas, 0 que correlaciona-se com a diferenga na
area interfacial entre elas, calculada em 244,6 e 185,8 A2 para 0 monémero A e C,
respectivamente. Por outro lado, a hélice 221-238 do mondmero A apresenta interacdes
eletrostaticas adicionais também com a hélice 485-504, contudo, sua regido C-terminal esta
mais proxima da regido N-terminal do que no monémero C.

Vale ressaltar que as interagdes Arg232-Nn2 — Ser492-Oy e aArg232-Ne — Asp493-
0041 estdo presentes apenas na estrutura TcUH, porque nas enzimas homologas essa Arg ndo é
conservada (Figura 11). No entanto, outras interac0es observadas apenas no Mondmero A, entre
0s residuos Lys237 — Asp440, Tyr238 — Asp440 e Aspd03 — Tyr437, ndo devem estar
presentes no Monémero C porque, neste ultimo, os residuos Tyr437 e Asp440 estdo bastante
distantes de seus parceiros. De fato, eles sdo desordenados na estrutura cristaling,
provavelmente devido a auséncia dessas interacdes. Por outro lado, as interacGes entre 0s
residuos GIn221 — Ala512, GIn221 — Arg513 e GIn221 — 1le514 nédo séo encontradas no
mondmero C, provavelmente devido a mera desordem da cadeia lateral da GIn221. Finalmente,
a interacdo Asn233-Ns2 — GIn490-O¢l ndo estd presente no mondmero C devido a grande
distancia entre seus Ca's, 10.62 A, enquanto no mondmero A essa distancia ¢ de apenas 8,28
A. A interagdo Tyr217-On — GIn256-O, embora na "link region", esta presente apenas no
mondmero C (0 mondmero A apresenta uma maior distancia de Ca entre esses dois residuos);
vale ressaltar que o residuo Tyr217 deve interagir com o substrato urocanato (de acordo com a
estrutura homdloga) e o residuo GIn256 faz parte de uma sequéncia conservada rica em residuos
de glicina (253-259), portanto, essas diferentes conformaces estruturais podem ser relevantes
durante a reacdo. Ainda, a interacdo Gly222 — Arg454, que envolve a hélice central de
interface (residuos 221-238), esta presente apenas no mondmero C, uma vez que o residuo
Gly222 esta mais proximo da hélice 485-504 nesse monémero.

A Figura 15 mostra as diferencas nas interacdes eletrostaticas entre monémeros e as

regibes da estrutura em que estdo concentradas.
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Figura 15 - Sobreposicdo entre os mondmeros A (verde) e C (magenta) da TcUH nos quais os dominios NAD*
estdo em cores claras.

Legenda: As interacOes eletrostaticas presentes apenas no monémero A sdo coloridas em azul e as presentes
apenas no mondmero C séo coloridas em vermelho.
Fonte: A autora.

Essa diferenca de conformacdo entre monémeros permite observar que, quando na
conformacdo fechada (monémero C), a molécula NAD* ligada, através da nicotinamida e da
ribose, é trazida para contato préximo com o loop 595-603, especialmente Gly597, como ja
apontado em PpUH (KESSLER; RETEY; SCHULZ, 2004). Esse loop apresenta ainda outra
regido rica em glicina (595-601, que possui cinco residuos de glicina e, portanto, provavelmente
deve ser altamente flexivel), altamente conservada (Figura 11), com a exce¢do pontual do
residuo Thr598 em TcUH (que possui uma treonina no lugar de uma valina, este Gltimo presente
nas estruturas homologas e até na enzima humana). De fato, uma regido mais extensa, que inclui
as B-fitas ao redor e além, € bem conservada entre essas sequéncias, embora algumas mutacdes

pontuais, geralmente conservadas, estejam presentes.
1.5.2.2.6 Comparagoes estruturais com proteinas homologas
Tomando por base o conceito de proteinas homodlogas as quais sdao derivadas de um

ancestral comum, a estrutura da 7cUH foi comparada com as estruturas de outras UH's,

pertencentes a outros organismos (Tabela 6).
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Tabela 6 - Proteinas homologas a enzima TcUH com estruturas depositadas no PDB.

Cadigo Resolucéo Organismo Identidade  Cobertura
PDB (A) (%) (%)

1UWK 2,23 Pseudomonas putida (Pp) 36 81
1X87 2,40 Geobacillus kaustophilus (Gk) 36 81
2FKN 2,20 Bacillus subtilis (Bs) 35 79

Fonte: A autora.

Uma sobreposicdo entre essas estruturas indicou que o enovelamento € bastante
conservado, com excecdo de 2 a-hélices extras que existem na 7cUH, em destaque na Figura
16. Essas hélices compreendem os residuos de aminoacidos 42 a 53 e 61 a 75, que se localizam
em uma regido mais longa no N-terminal da 7cUH. Outra diferenca significativa € que as hélices
contiguas 462-479 e 485-504 sdao mais longas em 7cUH e provavelmente na proteina humana

(Figura 11), que também apresenta varias inser¢des, comparadas as estruturas homologas.

Figura 16 - Sobreposi¢cdo do mondémero A de TcUH com estruturas as homoélogas.

Legenda: TcUH (mon6émero A) em verde, IJUWK (mondmero A) em amarelo, 1X87 (mondmero A) em roxo e
2FKN (mondémero A) em azul. A elipse vermelha destaca as duas a-hélices extras na TcUH.
Fonte: A autora.

Como pode ser visualizado nas Tabelas 7 A e B, pelos valores de RMSD entre Cas das
estruturas superpostas, o monomero C da 7cUH apresenta se assemelha mais a conformagao de

BsUH na entrada 2FKN, enquanto que o mondmero A se assemelha mais a conformagdo de
GKkUH na entrada 1X87.
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Tabela 7 - Valores de RMSD entre Ca’s referentes as sobreposigéo das estruturas de UH de Pseudomonas putida
(codigo PDB 1UWK), Geobacillus kaustophilus (cédigo PDB 1X87) e Bacillus subtilis (cdigo PDB 2FKN).

A)

RMSD (A) / N. de residuos

Enzima/Organismo Dominio central  Dominio do NAD" Global

PpUH (monomero A) 1,0763 / 245 1,5987/210 2,6768 /457
GkUH (mondmero A) 1,3487 /254 1,5911 /192 1,5461 /447
BsUH (monomero A) 1,2345 /334 1,5739 /201 2,6418 /456

Legenda: Utilizando o monomero A da 7cUH
Fonte: A autora.

B)
RMSD (A) / N. de residuos
Enzima/Organismo Dominio central  Dominio do NAD* Global
PpUH (mon6émero A) 1,1684 /249 1,4537 /194 1,4430 /523
GKkUH (mondmero A) 1,3369 /250 1,6359 /185 3,0789 /390
BsUH (mondmero A) 1,1831/331 1,4163 / 194 1,3900 / 521

Legenda: Utilizando 0 monémero C da TcUH.
Fonte: A autora.

1.5.2.2.7 Mutacgbes da Urocanato Hidratase de Homo sapiens (HsUH) e correlacbes com a
estrutura da TcUH

TcUH ¢é a primeira UH dos eucariotos a ter sua estrutura resolvida e a mais proxima
das HsUH’s (isoformas 1 e 2). Por isso, foi utilizada sua estrutura como substituta para fazer
consideragdes sobre mutacgdes encontradas nas enzimas humanas.

Trés mutacdes ndo deletérias na HsUH’s (isoformas 1), estdo listadas no banco de
dados DMDM (Domain Mapping of Disease Mutations) (Peterson et al., 2010), Arg188 — Trp,
Ser311 — Thr e Arg429 — Cis. Estes residuos correspondem a Arg193, Ser316, Arg433 na
sequéncia TcUH (Figura 11 e Figura 17). Na estrutura da TcUH, observa-se que essas posi¢des
aparentemente poderiam acomodar essas mutac¢des sem grandes deslocamentos ou interrupgoes

na interacao.
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Figura 17 - Mutagdes encontradas HSUH’s e suas posi¢des correspondentes na TCUH.

Arg454

Legenda: MutagBes nao deletérias (azul) e mutagdes deletérias (vermelhas) em TcUH (estrutura mais semelhante
até o momento).
Fonte: A autora.

De acordo com o alinhamento (Figura 11), a Argl93 da TcUH corresponde a um
triptofano nas bactérias, portanto, pode-se esperar que essa seja uma mutacdo ndo prejudicial
nas enzimas de T. cruzi e Homo sapiens. Em relacdo a Ser316 em T. cruzi, observa-se que esse
residuo faz uma ligacéo de hidrogénio por meio do Oy com N da cadeia principal da Met292,
portanto, a interacdo deve ser mantida na mutacdo treonina, considerando que ha espaco
suficiente na estrutura para acomodar o Cy extra. Em relacdo a Arg433, a mesma encontra-se,
geralmente desordenada na estrutura da TcUH, de modo que s6 pode ser modelada nos
mondmeros A e B e, mesmo neste caso, ndo estdo com as cadeias laterais completas.

Duas mutacdes deletérias na HsUH’s (isoformas 1), foram relatadas por Espinds et al.
(2015), Leu70 — Pro e Arg450 — Cys. Estes residuos correspondem ao Glu74 e a Arg454 na
sequéncia de TcUH (Figura 11, Figura 17). Conforme descrito no seu artigo, o residuo Leu70
foi previsto como parte de uma a-hélice, o que pode-se confirmar agora (TcUH Glu74, Figura
11), mas € apenas o pendltimo residuo no N-terminal. E sabido que os residuos prolina podem
interromper as hélices (LI et al., 1996), mas considerando o local de mutacdo, ndo foi possivel
conceber as consequéncias dessa interrupcdo na estrutura e na alteracdo da funcdo da TcUH.
Em relacdo a mutacdo Arg450 — Cys (TcUH Arg454), embora a estrutura TcCUH ndo contenha
0 substrato (urocanato), a superposicdo das estruturas de PpUH com TcUH mostrou que a
conformacao da cadeia lateral da arginina é mantida. Espinds et al. (2015) citaram a interacdo
desse residuo com urocanato (observado na estrutura de PpUH) e sua importancia 6bvia, e

podemos complementar agora seu provavel papel desempenhado em fornecer as conformacées
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fechadas/abertas (entre os dominios), interacdo que Arg454-Gly222 interrompeu quando essa

transicéo ocorre.

1.6 CONCLUSOES

e Os ensaios de cristalizacdo permitiram a obtencao de cristais melhores, dos quais um
forneceu um conjunto de imagens de difragdo de raios X que permitiu o refinamento da
estrutura a maior resolucdo, 2,16 A;

e A estrutura cristalografica foi resolvida com o cofator (NAD") presente no sitio
catalitico em todos 0s monomeros;

e Analises estruturais indicaram que os monoOmeros A e C apresentam diferentes
conformagdes; de modo que o monomero A da 7cUH (conformagdo aberta) se
assemelha a conformacao da GKUH, enquanto o mondmero C (conformacao fechada)
se assemelha as conformagdes da PpUH e BsUH,;

e O mondmero A, apresenta 23 interacdes eletrostaticas (ligagdes de hidrogénio + pontes
salinas), entre os dominios enquanto que o mondmero C apresenta 11.

e Dado que TcUH é a primeira UH de eucariotos a ter sua estrutura resolvida, ela foi
utilizada como modelo para fazer consideracbes sobre mutagdes na correspondente
humana. As mutagdes ndo deletérias podem ser acomodadas sem grandes
deslocamentos ou interrupcdes de interacdo, enquanto que as mutacdes deletérias em
um caso pode interromper uma a-hélice e, em outro caso, além de interromper a
interagdo da enzima com o substrato, pode interferir no movimento entre dominios;

e A estrutura da TcUH foi depositada no PDB (codigo: 6UEK), a qual eventualmente
poderé ser utilizada para o screening virtual de inibidores para a doenga de Chagas;

e Este trabalho foi publicado no International Journal of Biological Macromolecules com
titulo Structure of Urocanate Hydratase from the protozoan Trypanosoma cruzi
(https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S0141813019380468).
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CAPITULO 2 - GLICERALDEIDO-3-FOSFATO DESIDROGENASE DE Schistosoma
mansoni (SMGAPDH)

2.1 INTRODUCAO

2.1.1 Esquistossomose e 0 Schistosoma mansoni: Aspectos Gerais

A esquistossomose € uma doenga endémica em 74 paises, causada por trematodeos do
género Schistosoma que, uma vez dentro do organismo humano, vivem nas veias do mesentério
e do figado (GRYSEELS et al., 2006; ROSS et al., 2002). No Brasil, a esquistossomose €
conhecida popularmente como “xistose”, “barriga d’dgua” ou “doeng¢a dos caramujos
(BRASIL, 2019c). Considerando a doenca parasitaria em humanos, seis espécies sao
relevantes: Schistosoma mansoni, Schistosoma japonicum, Schistosoma haematobium,
Schistosoma mekongi, Schistosoma malayense e Schitosoma intercalatum (ROSS et al., 2002).
A espécie Schistosoma mansoni é predominante em infeccdes no Brasil, Africa, Oriente Médio,
Caribe, Venezuela e Suriname (WHO, 2020a).

A esquistossomose é elencada como uma doenga negligenciada no Brasil cuja
prevaléncia ocorre em areas tropicais e subtropicais, especialmente em areas pobres e rurais,
onde as condicdes de saneamento e qualidade de vida sdo precarias (MARTINS et al., 2015).
A transmissdo ocorre pelo contato do homem com aguas contaminadas, provenientes de
corregos naturais, lagoas e lagos, entretanto, nas Gltimas décadas reservatorios e sistemas de
irrigacdo artificiais tém contribuido para a disseminacdo da esquistossomose (GRYSEELS et
al., 2006). Como o contato com a agua infectada nem sempre pode ser evitado, especialmente
por pessoas em areas endémicas cuja ocupacdo ou atividade cotidiana os expde a essas aguas,
a OMS recomenda a quimioterapia preventiva visando o controle da morbidade. O tratamento
preventivo € entdo realizado com o medicamento Praziquantel que é disponibilizado a
populacdo de alto risco: criancas em periodo escolar de area endémicas, pescadores,
agricultores, trabalhadores de irrigacdo e mulheres cujas tarefas domésticas as colocam em
contato com agua infectada. Estimativas mostram que pelo menos 290,8 milhdes de pessoas
necessitaram de tratamento preventivo para a esquistossomose em 2018, das quais mais de 97,2
milhGes de pessoas foram tratadas (WHO, 2020b).

No Brasil estima-se que cerca de 1,5 milhdes de pessoas vivam em areas com risco de
contrair a doenca, sendo os estados das regides Nordeste e Sudeste os mais afetados. Entretanto,

a doenca ¢ detectada em todas as regides do pais e as areas endémicas abrangem os Estados de
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Alagoas, Bahia, Pernambuco, Rio Grande do Norte (faixa litoranea), Paraiba, Sergipe, Espirito
Santo e Minas Gerais (predominantemente no Norte e Nordeste do Estado). No Para, Maranhéo,
Piaui, Ceard, Rio de Janeiro, Sdo Paulo, Santa Catarina, Parand, Rio Grande do Sul, Goiés e no
Distrito Federal, a transmissdo é focal, portanto ndo atinge grandes areas (BRASIL, 2019c).

Estratégias para prevenir a infeccdo pelo Schistosoma incluem o tratamento
medicamentoso preventivo, controle do caramujo, abastecimento de dgua potavel, saneamento,
salde e educacdo. Embora esses métodos tenham sido usados em diferentes areas endémicas,
nenhum deles foi completamente satisfatdrio e alguns, como o controle do caramujo, provaram
ser dificeis de implementar e ineficazes em varias areas endémicas (GAZZINELLI et al., 1998)

O ciclo biologico do esquistossoma ocorre em 2 hospedeiros (Figura 18): caramujos e
mamiferos. Ocorre reproducdo assexuada ou sexuada, dependendo do tipo de hospedeiro. A
reproducdo assexuada ocorre em caramujos que vivem livremente em agua doce. Nos
caramujos, o ciclo comega com o desenvolvimento de miracidios em um esporocisto. Os
esporocistos se multiplicam e evoluem para cercarias. As cercarias sdo as formas infectantes
para 0s hospedeiros mamiferos, como humanos, camundongos e cdes. Em mamiferos
infectados as cercérias crescem, amadurecem sexualmente, acasalam e produzem ovos
(NELWAN, 2019).

Figura 18 - Ciclo biolégico do Schistosoma mansoni.
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Fonte: Adaptado de CDC (2019).
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As manifestacdes clinicas da xistose permitem dividir a evolucdo da doenca em fase
aguda e fase cronica. A fase aguda € normalmente assintomatica, entretanto, minutos apos a
infeccdo cercariana, pode aparecer urticaria local que geralmente dura algumas horas
(GRYSEELS, 2012); ap6s 1 a 4 semanas a infeccdo pode levar a febre de Katayama,
caracterizada por febre associada a linfadenopatia, dor de cabeca, anorexia, dor abdominal e,
com menor frequéncia, diarreia, nausea, vémito e tosse seca (GRYSEELS, 2012; SILVA
JUNIOR etal., 2013). A doenca € detectada por alteracfes encontradas nos exames laboratoriais
de rotina como eosinofilia, hemograma e presenca de ovos de S. mansoni em exames
coproscopicos (BRASIL, 2014). Aproximadamente 10% dos pacientes evoluem para a fase
crénica (LEITE et al., 2015). A forma cronica comeca a partir do 6° més apo6s a infeccéo e pode
durar varios anos. Com o progresso da doenca, diferentes 6rgdos podem ser acometidos,
incluindo complicacdes graves, como hipertens&o pulmonar, hipertenséo portal, ascite e ruptura
de varizes esofagica.

Esta fase, portanto, pode se apresentar de maneira polimérfica, compreendendo as
formas digestivas (intestinais, hepatointestinal e hepatoesplénica), os disturbios vasculares
pulmonares (hipertensiva e a ciandtica), as formas pseudoneoplésicas, a nefropatia
esquistossomotica e as lesdes ectopicas (neuroesquistossomose) (SOUZA et al., 2011). No
tocante ao tratamento medicamentoso, existem 2 drogas disponiveis: o Praziquantel (2-(ciclo-
hexilcarbonil)-1,2,3,6,7,11b-hexa-hidro-4H-pirazino[2,1-a] isoquinolina-4-ona) e a
Oxamniquina ((RS)-1,2,3,4-tetrahidro-2- isopropilaminomethil-7-nitro-6-quinolilmetanol)
(Figura 19), utilizados desde as décadas de 60 e de 70, respectivamente (INOBAYA et al.,
2014). Ambos sdo ministrados em pacientes acometidos pela doenga, tanto na fase aguda quanto

na fase cronica.
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Figura 19 - Representacdo das estruturas quimicas das principais drogas usadas para o tratamento da
esquistossomose.

A B

CH

i\o

Legenda: A) Praziquantel. B) Oxamniquina.
Fonte: KIM et al. (2019).

O Praziquantel, um derivado pirazino-isoquinoleinico, ¢ um medicamento anti-
helmintico direcionado a uma ampla gama de infeccGes parasitarias (INOBAYA et al., 2014) e
apresenta efeitos colaterais leves (diarreia e dor abdominal), ndo existindo evidéncias de que
provoque lesdes toxicas graves no figado ou em outros 6rgdos (SILVA JUNIOR et al., 2013).
Aproximadamente 80% da droga é rapidamente absorvida pelo trato gastrointestinal,
metabolizada pelo figado e excretada principalmente pela urina, pela bilis e entdo pelas fezes
(CHAI, 2013; INOBAYA et al, 2014). A Oxamniquina é um derivado da
aminoetiltetrahidroquinolona, atualmente é usada principalmente no Brasil, é tdo eficaz quanto
0 praziquantel, mas pode provocar efeitos colaterais mais pronunciados, principalmente
sonoléncia, inducdo do sono e convulsdes epilépticas (GRYSEELS et al., 2006). Sabe-se que é
eficaz apenas contra S. mansoni (CIOLI et al., 2008; INOBAYA et al., 2014), particularmente
nos estagios invasivos e contra os vermes adultos, sendo os vermes masculinos mais sensiveis
a droga do que os vermes femininos (INOBAYA et al., 2014). O metabolismo do medicamento
é por oxidacao e a excre¢do ocorre principalmente pela urina (INOBAYA et al., 2014). Apesar
de ambos os medicamentos serem considerados eficazes, existe uma preocupagdo com 0
desenvolvimento da resisténcia ao S. mansoni ao Praziquantel (ABDUL-GHANI; LOUTFY;
HASSAN, 2009) principalmente pelo fato das baixas taxas de cura nos surtos ocorridos no norte
do Senegal e no Egito (DOENHOFF et al., 2002). Outra causa possivel de falha do tratamento,
além da resisténcia, € a ineficacia do Praziquantel no tratamento de estagios iniciais da doenga
(INOBAYA et al., 2014). A Oxamniquina tem preco superior ao do Praziquantel, assim é

improvavel que seja usada na Africa e pode ser particularmente propensa ao problema da
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resisténcia aos medicamentos, mas merece consideracdo porque foi eficaz contra S. mansoni
em uma area (Norte do Senegal) em que o Praziquantel produziu inesperadamente baixas taxas
de cura (STELMA et al., 1997).

Diante do exposto, fica claro que a infeccdo por S. mansoni constitui, ainda, um
importante problema de salde publica, o qual pode ser contornado com o desenvolvimento de
novos medicamentos, o controle vetorial (caracol), a modificacdo ambiental da agua,
saneamento e higiene e outras ferramentas inovadoras como o desenvolvimento de vacinas (MO
et al., 2014). O desenvolvimento de vacinas é reconhecido como uma prioridade para
complementar o controle, especialmente porque ha evidéncias de que humanos adquirem
imunidade a esquistossomos, sugerindo que o desenvolvimento de tais vacinas é viavel
(WAINE et al., 1993; WAINE; MCMANUS, 2005).

Considerando a abordagem terapéutica por quimioterapia, a principio, proteinas
envolvidas no metabolismo da glicolise poderiam ser alvos para o planejamento de
medicamentos, desde que essas moléculas alvo apresentem diferencas exploraveis suficientes
guando comparadas com suas homologas de humano (VERLINDE et al., 2002). No caso
particular deste trabalho, o interesse esta na sexta enzima da via glicolitica, a Gliceraldeido-3-
Fosfato Desidrogenase (GAPDH), uma das enzimas mais importantes envolvidas no

metabolismo da energia celular.

2.1.2 Gliceraldeido-3-Fosfato Desidrogenase (GAPDH)

A enzima GAPDH (E.C 1.2.1.12) é encontrada em diferentes organismos e foi isolada
a partir de vérios procariotos e eucariotos, incluindo humanos (BERMAN et al., 2000).
Atualmente, no PDB, ha 180 depdsitos de estruturas de GAPDH’s, sendo a estrutura da
Gliceraldeido-3-Fosfato Desidrogenase de Brugia malayi (BmGAPDH - codigo PDB: 4K9D
(Figura 20) a que possui maior homologia com a SmGAPDH (Gliceraldeido-3-Fosfato

Desidrogenase de Schistosoma mansoni).



Figura 20 - Estrutura tridimensional da proteina BmGAPDH.

Fonte: FAIRMAN et al. (2013).
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A GAPDH faz parte da familia de oxidoredutases conhecidas especialmente pelo seu

papel fundamental no metabolismo da glicélise, o qual envolve uma série de reacGes

enzimaticas para produzir energia celular, principalmente na forma de trifosfato de adenosina

(ATP). Neste metabolismo, a GAPDH catalisa a sexta etapa do processo de glicélise, atuando

na conversao de gliceraldeido-3-fosfato em D-glicerato 1,3-bifosfato na presenca de NAD* e

assimilando um fosfato inorgénico (Figura 21).

Figura 21 - Conversdo de Gliceraldeido-3-fosfato a 1,3-Bisfosfoglicerato.
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Fonte: SCHOMBURG; CHANG; SCHOMBURG (2002).

Além da glicolise, a GAPDH esta envolvida em varios processos nao-metabolicos,

incluindo: replicacédo e reparo de DNA, controle traducional de expressao génica, resposta ao

estresse oxidativo, inicio da apoptose, transporte e fusdo da membrana, exportacdo de tRNA,

dentre outros. Também hé relatos do seu envolvimento em doencas neurodegenerativas, Como

por exemplo, doenca de Alzheimer, doenca de Huntington e doenca de Parkinson (revisado por
SIROVER, 1999, 2011; TRISTAN et al., 2011). As propriedades multifuncionais da GAPDH
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provavelmente sdo reguladas, pelo menos em parte, por sua oligomerizacdo, modificagdes pos-
traducionais e localizagdo intracelular (citoplasma, vesiculas, mitocondrias e nucleos da
células) (TRISTAN et al., 2011).

De forma geral, as GAPDH’s sdo homotetrameros com peso molecular ~150 kDa e
cada subunidade pesa ~37 kDa. Cada mondmero possui um sitio de ligacdo ao NAD* (cofator)
e um sitio de ligacdo ao gliceraldeido-3-fosfato (substrato). A caracterizagdo enzimatica destas
enzimas revelam que o pl esta entre 4,25 e 9,1, a temperatura 6tima entre 25 e 87 °C e o pH
otimo entre 7 e 10 (SCHOMBURG; CHANG; SCHOMBURG, 2002 - www.brenda-
enzymes.org/).

Os estudos das GAPDH’s estdo sempre em expansdo; € considerada uma proteina
classica, ndo apenas por seu papel na glicdlise, mas também por ser uma proteina modelo para
analises cinéticas enzimaticas, modelagem cristalografica e também para isolamento e
caracterizacdo de genes (SIROVER, 2014). Também, devido a multifuncionalidade, a
elucidagdo bioquimica e funcional das GAPDH em varios contextos esta sempre em expans&o.
Em poucas décadas, o foco da pesquisa com GAPDH progrediu gradualmente de uma proteina
de interesse para enzimologistas para uma proteina multifuncional de interesse também para
cientistas clinicos (GANAPATHY-KANNIAPPAN, 2018).

A Gliceraldeido-3-Fosfato Desidrogenase de Schistosoma mansoni (SMGAPDH) tem
sido considerada uma boa candidata para o desenvolvimento de vacina contra a
esquistossomose humana (ARGIRO et al., 2000; EL RIDI et al., 2001; PIROVICH;
DA’DARA; SKELLY, 2020; TALLIMA et al., 2017) e é identificada como alvo molecular
terapéutico no Banco de Dados de Alvos da OMS/TDR (AGUERO et al., 2008). De forma
geral, as GAPDH’s presentes em organismos patogénicos tém sido alvo de muitos estudos em
quimica medicinal e, como resultado, inibidores de origem natural e sintética, com boa
diversidade quimica, tém sido descobertos (DIAS; DESSOY, 2009).

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Realizar o estudo para obtengdo dos clones contendo o gene da enzima SMGAPDH,;

e Inserir a construcdo pET-28a/SmMGAPDH em bactérias;

e Determinar as condicGes de expresséo e purificacao;

e Obter cristais da SMGAPDH com qualidade adequada para resolucdo da estrutura por

difracdo de raios X;


http://www.brenda-enzymes.org/
http://www.brenda-enzymes.org/
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e Refinar a estrutura proteica a partir de dados de difracéo de raios X;

e Realizar comparagdes estruturais com proteinas homologas.

2.3 MATERIAIS E METODOS

2.3.1 Procedimentos Experimentais

2.3.1.1 Obtencéo dos clones contendo o gene da enzima SMGAPDH

Realizou-se um estudo para escolher o plasmideo e os sitios de restri¢cdo para insercao
do gene codificante de SMGAPDH. Para tanto, foi feita uma busca no PDB para verificar em
quais plasmideos foram clonadas enzimas homologas. Decidido o plasmideo, o estudo seguiu
com a escolha de enzimas de restricdo que nao clivassem a sequéncia de nucleotideos do gene
da SMGAPDH e que fossem compativeis com a regido de multipla clonagem do plasmideo
escolhido; esta etapa foi realizada com o auxilio do programa NEBcutter (versdo 2.0)
(VINCZE; POSFAI; ROBERTS, 2003). Outro fator levado em consideracéo foi a expressédo de
um “his-tag” no N-terminal suscetivel a clivagem com a enzima Trombina. Definidos os
parametros necessarios para a compor o vetor de expressdo da SMGAPDH, foi encomendada a

construcdo, plasmideo com inserto, junto a empresa Synbio Technologies (https://www.synbio-

tech.com/).

2.3.1.2 Transformacdo de bactérias eletrocompetentes por eletroporacao

Este procedimento foi realizado de acordo com as instru¢des do fabricante para a
utilizagdo do eletroporador MicroPulser (Bio-Rad Laboratories). Desta forma, o vetor de
interesse, pET-28a(+) contendo o gene que codifica para SmGAPDH, e as bactérias
eletrocompetentes Escherichia coli BL21(DE3) foram colocados numa cubeta para
eletroporagdo com 0,1 cm de largura e submetidos a um pulso elétrico no eletroporador
MicroPulser, ajustado em 2,5 kV de tensdo elétrica. Apds o pulso elétrico, as células foram
ressuspendidas em 1 mL de meio de cultura liquido tipo SOC e deixadas sob agitacdo a 250
rpm a 37 °C por 1 h, em seguida, plaqueadas em meio so6lido seletivo (LA) contendo o

antibidtico canamicina (0,03 mg mL!) e incubadas por 12 h a 37 °C em estufa.


https://www.synbio-tech.com/
https://www.synbio-tech.com/
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2.3.1.3 Expresséo e extracdo da SMGAPDH

Os experimentos de expressdo foram realizados para 3 coldnias selecionadas
aleatoriamente, provenientes da transformacdo bacteriana, utilizando-se IPTG como agente
indutor. Para cada colbnia, de forma independente, foram testadas as temperaturas de 37 °C e
20 °C por 6 h. A fim de otimizar os resultados obtidos na temperatura de 20 °C, foram realizados
ensaios de expressdo com 3, 6 e 16 h de inducgéo nas concentracdes de IPTG de 0,1, 0,25,0,5 ¢
1,0 mmol L.

As culturas de células obtidas em cada condi¢do foram centrifugadas por 30 min a
15.000 x g a 4 °C. O sobrenadante foi descartado e o precipitado foi ressuspendido em 10 mL
de tampdo de lise (20 mmol L' de fosfato de sddio anidro, 200 mmol L' de NaCl e 10 mmol
L ! de glicerol, pH 6,5). Posteriormente, este material foi submetido a cinco pulsos de sonicagio
em banho de gelo (1 min a 40% de poténcia e 1 min em gelo). Apds o rompimento celular, a
amostra, referente a 10 mL de cultura, foi submetida a centrifugagao a 15.000 x g por 45
minutos a 4 °C.

A analise dos resultados foi realizada por SDS-PAGE (12 %) (SAMBROOK;
RUSSEL, 2001).

2.3.1.4 Purificacdo por cromatografia de afinidade

A fragdo contendo as proteinas soliveis (correspondentes a 2 L de cultura bacteriana)
foi ressuspendida em 10 mL de tampao de lise (descrito no item 2.3.1.3) e utilizada na
purificacdo por cromatografia de afinidade em resina com niquel (HisTrapTM FF crude, GE
Life Sciences). A coluna contendo 1 mL da resina foi inicialmente equilibrada com 15 volumes
de coluna com o tampao de lise. Aliquota de 10 mL da solucdo de proteinas foi injetada na
coluna. A lavagem das proteinas com interagdo fraca ou inespecifica foi realizada através da
aplica¢ao de 20 mL de tampao de ligagdo. A eluicdo da enzima recombinante foi realizada por
meio de um gradiente de imidazol presente no tampdo elui¢io (20 mmol L™ de fosfato de sodio
anidro, 200 mmol L' de NaCl e 10 mmol L' de glicerol, 500 mmol L' de imidazol, pH 6,5).
No gradiente, a concentra¢io de imidazol variou de 0,1 a 500 mmol L', sendo a concentragdo
méxima atingida ap6s a passagem de 35 mL (fluxo de 1 mL min’!, mantido em todas as etapas).

A andlise dos resultados foi realizada por SDS-PAGE (12%) (SAMBROOK;
RUSSEL, 2001).
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2.3.1.5 Cristalizacdo da SmMGAPDH

Para os ensaios de cristalizacdo, a enzima foi concentrada por centrifugacéo a 3.000 g
em dispositivo Vivaspin 6. As concentracdes obtidas foram 5,0 e 10,0 mg mL™, conforme
dosagem feita pelo método de Bradford (1976). O método de cristalizagdo utilizado foi o da
difusdo de vapor por gota suspensa (MCPHERSON, 1999).

Os experimentos foram conduzidos manualmente na camara de cristalizacdo da
Universidade Estadual de Ponta Grossa (UEPG). Foram testados os kits comerciais de
cristalizacdo Morpheus, JCSG, PGA Screen e MIDAS do fabricante Molecular Dimensions.
Para cada ensaio, misturaram-se 2 uL. de solugdo precipitante com 2 uL de solug¢do da enzima,
que foram deixados equilibrar com 500 pL da solugdo do pogo. Os ensaios foram mantidos a
18 °C e as inspec0es para identificacdo dos cristais foram realizados a cada 24 h. No total foram

testadas 384 condicoes.

2.3.1.6 Coleta de dados

Os dados de difragéo de raios X foram coletados no comprimento de onda de 0,97856
A a100 K usando a fonte de radiacéo sincrotron (SOLEIL) na estacio PROXIMA-1, localizada
na Franca. O cristal foi coletado com um crioloop e resfriado diretamente em uma corrente de

nitrogénio a 100 K uma vez que a condicao de cristalizacdo ja era crioprotetora.
2.3.2 Procedimentos Computacionais
2.3.2.1 Determinagdo da estrutura por difracao de raios X
2.3.2.1.1 Processamento das imagens
Indexagdo, integracdo e escalonamento foram realizados com os programas
computacionais xds/xscale (KABSCH, 2010).

Ap0s, a ferramenta xtriage do pacote PHENIX (ADAMS et al., 2011) foi utilizada para

a identificacdo de patologias do cristal.
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2.3.2.1.2 Faseamento inicial por substitui¢cao molecular

O processo de faseamento inicial foi realizado conforme citado no item 1.3.2.1.2 do

capitulo 1.

2.3.2.1.3 Modelagem e refinamento

O ajuste das posi¢des atdmicas foi realizado através de um processo interativo com os
programas Phenix.refine (AFONINE et al., 2005) e COOT (EMSLEY; COWTAN, 2004).
Todos os ciclos de refinamento foram realizados levando-se em consideracdo a operacao de

geminagdo. Os mapas utilizados para visualizagdo foram Fourier diferenca mFo-DF e

densidade eletronica 2mFo-DFc .

2.3.2.1.4 Validacao

O processo de validagao foi realizado conforme citado no item 1.3.2.1.4 do capitulo 1.

2.3.2.2 Anélises e comparagdes estruturais

2.3.2.2.1 Topologia

O diagrama de topologia e os valores das areas de contato entre os mondomeros,

foram obtidos conforme citado no item 1.3.2.2.1 do capitulo 1.

2.3.2.2.2 Comparagoes entre os monomeros e dominios da SmGAPDH

As comparagdes entre os mondmeros da SmGAPDH foram realizadas conforme

citado no item 1.3.2.2.2 do capitulo 1.

2.3.2.2.3 Analises dos contatos com o cofator (NAD") e alinhamento das sequéncias

Os contatos com 0 NAD™ na estrutura homéloga (PDB: 4K9D) foram determinados
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com o programa Ncont até 3,5 A de distancia e, através do alinhamento da sequéncia desta com
a SmGAPDH, os aminoacidos de contato equivalentes foram presumidos.

O alinhamento entre sequéncias foi realizado com GAPDH’s de organismos
representativos cuja estrutura 3D ¢ conhecida tendo-se privilegiado organismos patogénicos.
Excecdes foram a de Oriza sativa e as duas humanas. O programa utilizado foi o T-Coffee
(NOTREDAME; HIGGINS; HERINGA, 2000) seguido por alguns poucos ajustes manuais. A
visualizagdo do alinhamento se deu por meio do programa ALINE (BOND; SCHUTTELKOPF,
2009), sendo as estruturas secundarias estimadas pelo programa DSSP (KABSCH; SANDER,
1983). Para realgar conservagdo entre os residuos, o fundo do alinhamento foi colorido de

acordo com a convengao de Alscript Calcons (BARTON, 1993).

2.3.2.2.4 Comparagoes estruturais com proteinas homologas

As comparacdes estruturais com proteinas homologas foram realizadas conforme

citado no item 1.3.2.2.3 do capitulo 1.

2.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

2.4.1 Procedimentos Experimentais

2.4.1.1 Clonagem

O estudo direcionado a clonagem do gene SmGAPDH levou a encomenda da
construcdo pET-28a/SmGAPH com os sitios de restricdo Nhel e Xholl. Esta estratégia
possibilitou que um pequeno numero de aminoacidos fosse adicionado a sequéncia nativa
mantendo a expressdo de uma “his-tag” no N-terminal e contendo um sitio para eventual corte

desta cauda mediante hidrélise pela enzima Trombina.
2.4.1.2 Expressdo
A sequéncia de aminoacidos da enzima SmGAPDH foi submetida a analise pelo

servidor ProtParam (EXPASY Proteomics Server) que calculou uma massa molecular de
36.377,64 Da (338 residuos de aminoacidos), que com a incluséo de 6 residuos de histidina e
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seus conectores, provenientes do sistema de clonagem, leva a uma massa molecular de
38.540,96 Da (358 residuos de aminoacidos).

Tendo em vista esta informacdo, a analise eletroforética do experimento da expressao
realizada a 37 °C por 6 h e induzida com 0,5 mmol L de IPTG indicou que a proteina foi
expressa, entretanto, encontrava-se majoritariamente na fracao insoltvel (Figura 22).

Figura 22 - SDS-PAGE (12 %) referente ao teste de expresséo a 37 °C com 6 h de inducdo e 0,5 mmol L™ de IPTG
para a enzima SMGAPDH.

MMMI 2 3 4 5 6 7 8

66 kDa

Legenda: MMM: Marcador de Massa Molecular. Raias identificadas como 1 e 2: amostras do extratos da bactérias
BL21(DE3) ndo transformada e ndo induzida, respectivamente. Raias 3, 4, 5, 6, 7 e 8, fra¢des insollveis e sollveis
das trés coldnias testadas. O retdngulo vermelho indica as bandas de expressdo. Foram aplicados 10 pL de solugéo
proteica por raia.
Fonte: A autora.

Com a mudanca na temperatura de inducdo para 20 °C, a proteina foi expressa na

fracdo soluvel em quantidade maior do que quando nas mesmas condic@es a 37 °C (Figura 23).

Figura 23 - SDS-PAGE (12 %) referente ao teste de expresséo a 20 °C com 6 h de inducdo e 0,5 mmol L™ de IPTG
para a enzima SMGAPDH.

Legenda: MMM: Marcador de Massa Molecular. Raias identificadas como 1 e 2: amostras do extratos da bactérias
BL21(DE3) nao transformada e ndo induzida, respectivamente. Raias 3, 4, 5, 6, 7 e 8, fracdes insollveis e sollveis
das trés colonias testadas. O retdngulo vermelho indica as bandas de expressdo. Foram aplicados 10 pL de solugéo
proteica por raia.
Fonte: A autora.

A partir destes testes iniciais, foi possivel concluir que as 3 col6nias selecionadas

expressavam igualmente a SMGAPDH e, a partir de umas delas, foram otimizadas as condi¢des
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de expressao na temperatura de 20 °C. Para isso, foram testadas as diferentes concentracdes de
IPTG com tempo de inducéo de 3, 6 e 16 h. Assim, ap0s a otimizacdo, definiu-se que a melhor
condigo para expressar a proteina foi em meio LB com 0,03 mg mL™* canamicina, 0,5 mmol

L de IPTG por 6 h de induc&o. O perfil eletroforético esta apresentado na Figura 24.

Figura 24 - SDS-PAGE (12 %) referente ao teste de expressdo a 20 °C com 6 h de inducéo e 0,5 mmol L de IPTG
para a enzima SMGAPDH.

MMM 1 2 3 4
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Legenda: MMM: Marcador de Massa Molecular; nas raias identificadas como 1 e 2 foram aplicadas amostras do
extrato das bactérias BL21(DE3) ndo transformadas e ndo induzidas, respectivamente. Raias 3 e 4, fracdo insoltvel
e sollvel, respectivamente. O retangulo vermelho indica as bandas de expresséo.

Fonte: A autora.

2.4.1.3 Purificagdo por cromatografia de afinidade

No cromatograma da purificagdo por afinidade ao niquel, observaram-se 2 picos bem
definidos e separados (Figura 25-A). Amostras referentes ao segundo pico (75 a 81) foram
analisadas por SDS-PAGE (12%) (Figura 25-B), o qual revelou que a SMGAPDH foi eluida
parcialmente pura com 194 & 225 mmol L de imidazol. Estas amostras foram reunidas e
concentradas para 0s experimentos de cristalizagdo. Estimou-se a pureza ao redor de 95% com
o0 programa ImageJ (https://imagej.nih.gov/ij/download.html), a qual é considerada satisfatoria

para os experimentos de cristalizacao.
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Figura 25 - (A) Cromatograma das fra¢Bes eluidas durante a purificacdo da SMGAPDH por cromatografia de
afinidade. (B) Eletroforegrama SDS-PAGE 12% das fracdes da cromatografia por afinidade.
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Legenda: A) A linha azul representa a absorbancia enquanto que a vermelha destaca a concentragdo de imidazol.
B) MMM: Marcador de Massa Molecular; os nimeros acima das amostras correspondem as fragbes obtidas na
cromatografia. Foram aplicados 10 pL de solugdo proteica por raia.

Fonte: A autora.

2.4.1.4 Cristalizacdo da SMGAPDH

Nos ensaios de cristalizagdo com as solugdes dos kits comerciais, observou-se a
formagéo de cristais em 6 condi¢des do kit Morpheus, 3 condi¢des do kit JCSG e 2 condicdes

do kit Midas. Estas condicOes estdo descritas na tabela abaixo (Tabela 8).
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Tabela 8 - Condicdes em que se obtiveram cristais da SMGAPDH.

Nam. da Composigéo
condicao
Kit Morpheus

g 0,06 mol L Cétions divalentes, 0,1 mol L™ Solugdo tamp&o 2 pH 7,5,
37,5 % VIV Precipitante Mix 4.

9 0,06 mol L Cétions divalentes, 0,1 mol L™ Solugdo tamp&o 3 pH 8,5,
20% V/V PEG 500MME e 10% m/V PEG 20000.

o5 0,09 mol L™t NPS, 0,1 mol L Solucéo tamp&o 1 pH 6,5, 20% V/V PEG
500MME e 10% m/V PEG 20000.

29 0,09 mol L™ NPS, 0,1 mol L Solucéo tamp&o 2 pH 7,5, 20% V/V PEG
500MME e 10% m/V PEG 20000.

30 0,09 mol L' NPS, 0,1 mol L? Solugdo tampdo 2 pH 7,5, 20% V/V
Etilenoglicol e 10% m/V PEG 8000.

42 0,12 mol L Alcoois, 0.1 mol L™ Solucdo tamp&o 2 pH 7,5, 20% V/V
Etilenoglicol e 10% m/V PEG 8000.

49 0,12 mol L Etilenoglicdis, 0,1 mol L Solugdo tamp&o 1 pH 6,5, 20%
V/V PEG 500MME e 10% m/V PEG 20000.

51 0,12 mol L Etilenoglicdis, 0,1 mol L Solugdo tamp&o 1 pH 6,5, 20%
VIV Glicerol e 10% m/V PEG 40000.

73 0,1 mol L Acidos carboxilicos, 0,1 M Solucio tampao 1 pH 6,5, 20%
V/V PEG 500MME e 10% m/V PEG 20000.

77 0,1 mol L Acidos carboxilicos, 0.1 mol L Solucio tamp&o 2 pH 7,5,
20% V/V PEG 500MME e 10% m/V PEG 20000.

a5 0,1 mol L™t Aminoécidos, 0,1 mol L* Solugio tamp&o 1 pH 6,5, 10% V/V
PEG 500MME e 20% m/V PEG 20000.

87 0,12 mol L* Aminodcidos, 0,1 mol L Solugdo tampéo 1 pH 6,5, 20%
VIV Glicerol e 10% m/V PEG 4000.

Kit JCSG

7 20 % w/V PEG 8000, 0,1 mol L™t CHES pH 9,5.

10 20% w/V PEG 3350 e 0,2 mol L™! Formato de potassio.

12 20% w/V PEG 3350 e 0,2 mol L™ Nitrato de potassio.

Kit MIDAS

34 30% V/V Etoxilato de pentaeritritol (15/4), 6% w/V Polivinilpirrolidona
k15, 0,1 mol L Hepes pH 7,5.

79 30% V/V Etoxilato de glicerol, 0,1 mol L* Mes pH 6.5, 0,2 mol L*

Acetato de amonio.

Legenda: A numeracdo em destaque (negrito) indica as condi¢Bes que tiveram cristais selecionados para serem
encaminhados a estacéo experimental PROXIMA-1, Sincrotron Soleil. NPS, solugdo contendo nitrato de sodio,
hidrogenofosfato dissodico e sulfato de amdnio, PEG MME, éter monometilico de polietileno glicol. Detalhes e
composicdo de todas as solugctes do kit Morpheus sdo encontradas em Gorrec (2009).

Fonte: A autora.

Foram selecionados 4 cristais representativos das condices 87 e 79 (Figura 26),

armazenados em nitrogénio liquido e encaminhados & estacdo experimental PROXIMA-1 do

sincrotron Soleil (devido a indisponibilidade de equipamento de sincrotron para coleta de dados
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de difracdo de monocristais no Brasil neste periodo). Por motivos desconhecidos, estes cristais

chegaram ao local da coleta ressecados.

Figura 26 - Cristais obtidos nos experimentos de cristalizagéo.

B

|

Legenda: A) Cristais obtidos com a utilizagdo do kit Morpheus — condicdo 87, citada na Tabela 8. B) Cristais
obtidos com a utilizagdo do kit Midas — condicéo 79, citada na Tabela 8. Enzima SMGAPDH a 10 mg mL™.
Fonte: A autora.

Em uma segunda oportunidade, 5 cristais representativos das condigOes 42 (Figura 27-
A), 51 (Figura 27-B) e 79 (Figura 26-B) foram novamente armazenados em nitrogénio liquido

e encaminhados a estagdo experimental PROXIMA-1 do sincrotron Soleil.
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Figura 27- Cristais obtidos nos experimentos de cristalizag&o.

B

Legenda: A) Cristais obtidos com a utilizagdo do kit Morpheus — condicdo 42, citada na Tabela 8. B) Cristais
obtidos com a utilizacdo do kit Morpheus — condigdo 51, citada na Tabela 8. Enzima SMGAPDH a 10 mg mL™.
Fonte: A autora.

O cristal da Figura 27-B (condicdo 51) possibilitou a coleta de um conjunto completo

de dados de difracdo de raios X.

2.4.2 Procedimentos computacionais

2.4.2.1 Determinagdo da estrutura por difragdo de raios X

2.4.2.1.1 Coleta de dados e processamento das imagens

Para o cristal da Figura 27-B foram obtidas 3600 de imagens de difrac&o, que foram
processadas a 2,51 A de resolugdo. O cristal pertence ao grupo de espago P61, com parametros
de cela a = 80,12, b = 80,12, ¢ = 417,02 A. A unidade assimétrica contém um tetramero de
massa molecular total 143548 Da, consequentemente, o coeficiente de Matthews
(MATTHEWS, 1968) calculado foi 2,35 A%Da, com teor de solvente de 47,6%.

O corte de resolucdo em 2,51 A foi realizado com base nos valores dos indices de
completeza, relagdo sinal/ruido «(//o(I)>, Rmerge, Rmeas €, principalmente, CCi2 (EVANS;
MURSHUDOYV, 2013). A Tabela 9 traz as estatisticas do processamento e refinamento dos

dados de difragao do cristal obtido.
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Tabela 9 - Dados estatisticos do processamento e refinamento.

Dados do Processsamento

Parametros do cristal

Grupo de espaco

Dimensodes da cela unitaria
a, b, c(A)

Dados de coleta

Faixa de resolucdo (A)

P61
80,12, 80,12, 417,02

420,0 - 2,51 (2,57-2,51)

N°. total de reflexdes 1108365 (72393)
N°. de reflexdes Unicas 51375 (3513)
Rmerge 16,8 (258,9)
Média [I/a(1)] 14,35 (1,13)
Completeza (%) 100,0 (99,9)
CCur 99,9 (50,1)

Multiplicidade 21,57 (20,59)
Dados do Refinamento

Rwork 0,2132
Rtree 0,2726
Fracao de geminacao para h,-h-k,-I 0,080
Desvio Médio Quadratico

Comprimentos de ligacéo (A) 0,004

Angulos de ligagéo (°) 0,799
Fator B médio (A?)

Global 74,032

Macromoléculas 74,331

Solvente 57,369

Ligantes 63,100
Grafico de Ramachandran (%)

Favoraveis 84,7

Adicionalmente permitidas 14,4

Generosamente permitidas 0,5

N&o permitidas 0,4

Legenda: Os valores entre parénteses correspondem a Gltima faixa de resolucéo.

Fonte: A autora.

2.4.2.1.2 Faseamento inicial por substitui¢cao molecular

A proteina escolhida para produzir o modelo para substitui¢gdo molecular foi a GAPDH

de Brugia malayi (77,74 % de identidade de sequencial e 98% de similaridade), c6digo PDB

4K9D (FAIRMAN et al., 2013). O alinhamento utilizado como entrada para o programa

Chainsaw esta apresentando na Figura 28.
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Figura 28- Alinhamento da sequéncia de aminoacidos da enzima SmMGAPDH com a da proteina mais similar
disponivel no PDB (BmGAPDH).

5 10 15 20 25 30 35 40 45
SmGAPDH MSRAKVGINGFGHIGHLVLHAAFKNTVDVVSVNDPFIDLEYMVYMIK 49

1 5 10 15 20 25 30 35 40 45

4K9D MSKPKVGINGFGRIGRLVLRAAVISKDTVDVVAVNDPFINIDYMVYMEK 49
50 55 60 65 70 75 80 85 90

SmGAPDH IDS THGHIFIJGISVSTENGKLIAVINGKLI" | SVHCISRDPAN | PWEHD G A E Y Y
50 55 60 65 70 75 80 85 g0 95

4K9D DSTHGIHFIMGEIVSAEGGKLIFVEINGKTRE:H:/1 SVHN:SIKDPAE I PWERUDGAEY 98

95 100 105 110 115 120 125 130 135 140

SmGAPDH VVESTGVFTTIDKAQGAH I KNNBIAKKVIISAPSADAPMFVVGVNENSYEKESEX]
100 105 110 115 120 125 130 135 140 145

4K9D VVESTGVFTTTDKASAHLKGGEMAKKYV I ISAPSADAPMFVMGVNNDTY DKESES

150 155 160 165 170 175 180 185 190

SmGAPDH m VVSNASCTTNCLAPLAKVIHDKF E VEGLMTTVHSFTATQKVVDG 191
150 155 160 165 170 180 185 190 195

4K9D IANNIGII ISNASCTTNCLAPLAKVIHDKF G IEGLMTTVHATTATOKTVDG 195

200 205 210 215 220 225 230 235 240

195
SmGAPDH PSSKLWRDGRGAMQNI IPASTGAAKAVGKV I P/SLNGKLTGMAFRVPTP Dy
200 205 210 215 220 225 230 235 240

4K9D PSGKLWRDGRGAGQN I IPASTGAAKAVGKV IPLBLNGKLTGMAFRYVPTPDEE

245 250 255 260 265 270 275 280 285
SmGAPDH VSVVDLTCRLIJKGASYEE I KAAVKIVAASGPLKGILEYTEDEVVSSDF VGEEEE
245 250 255 260 265 270 275 250 285 290
4K9D [VSVVDLTCRLIEKGATMDE | KAAVKIJAANGPMKGILEYTEDQVVSTDF TG

290 295 300 305 310 315 320 325 330 335

SmGAPDH STEISS I FDA AGISLNNNFVKLVSWVDNEFGVSCRVVDL [EECITIHKVDHA 338
295 300 315 320 325 330 335

4K9D DTRISS I FDA ACISLNPNFVKLIAWYDNEYGYSNRVVDLISY IASR. 339

Legenda: O fundo do alinhamento foi colorido de acordo com a convencéo de Alscript Calcons (BARTON, 1993).
Fonte: A autora.

2.4.2.1.3 Modelagem e refinamento

Apds a substituicdo molecular, realizou-se um refinamento de corpo rigido, seguido
de um annealing e varios ciclos de construcdo manual. Todos os ciclos de refinamento foram
realizados levando-se em consideracdo a operacdo de geminacao (h,-h-k,-I).

Durante a modelagem/refinamento, verificou-se que a qualidade da densidade
eletrénica em varias porcdes das cadeias A e B é superior a das cadeias C e D (ver abaixo). No
modelo final, 123 residuos tiveram suas cadeias laterais ndo completamente modeladas devido

a auséncia de densidade eletrdnica convincente.
2.4.2.1.4 Validagao do modelo final

O resultado do programa Procheck no tocante aos angulos phi (¢) e psi (w) esta
representado no grafico de Ramachandran (Figura 29). Dos 1344 aminoéacidos analisados,
83,6% estdo em regides mais favoraveis, 15,2% nas regides adicionalmente permitidas, 0,8%

nas regides generosamente permitidas e 0,4% em regides ndo permitidas.
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Figura 29 - Grafico de Ramachandran da estrutura da SMGAPDH.
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Legenda: As glicinas sdo representadas por triangulos e os demais aminoécidos por quadrados. As areas em
vermelho sdo chamadas de regides muito favoraveis; em amarelo, adicionalmente permitidas; em bege, de regiGes
generosamente permitidas, e em branco, de regifes ndo permitidas. Figura gerada pelo programa Procheck.
Fonte: A autora.

Val241 e Glul70 estdo nas regides ndo permitidas ou generosamente permitidas do
grafico Ramachandran, mas observa-se que, em todos 0os monémeros, a densidade eletrdnica
corrobora suas conformagdes. Val241 é um residuo conservado nas GAPDH’s e comumente
encontrado nessa conformacgdo. Glul70 é um residuo pouco conservado e encontrado em
apenas 5 estruturas de GAPDH disponiveis no PDB, que sdo de apenas 2 organismos: Homarus
americanus - ID do PDB: 4GPD e 1GPD (MORAS et al., 1975; MURTHY et al., 1980) e
Panulirus versicolor - ID do PDB: 1CRW, 1IHX e 1DSS (SHEN et al., 2000; SHEN; SONG,;
LIN, 2002; SONG et al., 1999). Sugere-se que, quando hd a mutacdo da glicina em um
glutamato, os valores dos angulos phi (¢) e psi () sejam mantidos, apesar da tenséo extra para
0 Ultimo. Em outras estruturas com um glutamato nessa posicao, os residuos estdo na regido
ndo permitidas ou proximos desta no grafico de Ramachandran. Uma excecdo a conservacao
da glicina nessa posicdo € a estrutura de Atopobium vaginae - PDB ID: 5LD5 (QUEROL-
GARCIA et al., 2017), que apresenta um Prolina nessa posicao.
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Para se estimar o ajuste da estrutura a densidade eletronica, realizaram-se calculos dos

indices RSCC e RSR para cada mondmero e residuo, mostrados na Tabela 10 (por cadeia e

global) e nos gréficos (por residuo), mostrados na Figura 30 (A-D).

Tabela 10 - Valores de RSCC e RSR por cadeia e global.

Cadeia RSCC RSR
A 0,9335 0,1400
B 0,9214 0,1445
C 0,9220 0,1480
D 0,9237 0,1429
Todas as cadeias 0,9271 0,1448

Fonte: A autora.



Figura 30 - Qualidade do ajuste na densidade eletronica representada em graficos por cadeia e por residuo.
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Fonte: A autora.

(C) mondémero C

(D) mondémero D
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A validagdo realizada pelo programa Molprobity (CHEN et al., 2010) foi especifica
para verificagdo da normalidade dos rotameros. Varios deles (42 no total) ndo estdo apontados
entre os mais comuns. Ressalta-se que em varios dos casos optou-se por retirar as restrigoes
geométricas de angulos diédricos para que pudessem se ajustar adequadamente a densidade

eletronica.

2.4.2.2 Andlises e comparacdes estruturais

2.4.2.2.1 Estrutura da SmGAPDH e topologia

SmGAPDH cristalizou como homotetramero na unidade assimétrica (Figura 31) e cada
mondmero pode ser dividido em dominios que envolvem os seguintes residuos: 1-152 e 316—
338 para dominio de interacdo com o0 NAD* e 153-315 para o dominio catalitico, de acordo
com o resultado do alinhamento sequencial com a estrutura da GAPDH de Homo sapiens PDB
ID: 1U8F (JENKINS; TANNER, 2006).

Figura 31 — Estrutura tridimensional da SmGAPDH.

Legenda: Mondmero A em verde, monémero B em ciano, monémero C em magenta e monémero D em amarelo;
o0 dominio de ligacdo do NAD* estd em um tom mais claro; moléculas ligantes (especificadas logo abaixo) estdo
representadas como bastdes vermelhos.

Fonte: A autora.

O modelo final apresenta uma molécula de etileno glicol (EDO) fazendo ligacdo de
hidrogénio com a His53 do monémero C (Figura 32-A), duas moléculas de glicerol (GOL),
uma fazendo ligacdo de hidrogénio com o residuo Asp35 no mondémero B (Figura 32-B), duas
moléculas de dietileno glicol (PEG), uma delas fazendo ligacdo de hidrogénio com o residuo
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Gly301 no monémero D (Figura 32-C) e duas moléculas de trietileno glicol (PGE), fazendo
ligacOes de hidrogénio com os residuos Gly56 e Trp197 nos monémeros A e B, respectivamente
(Figura 32-C e D).

Figura 32 - Densidade eletrdnica para os ligantes modelados na estrutura da SMGAPDH.

Trpl
N rpl97/B

A
Legenda: (A) EDO fazendo ligacdo de hidrogénio com a His53 do mondmero C. (B) GOL fazendo ligacdo de
hidrogénio com a Asp35 do monémero B. (C) PEG fazendo ligagéo de hidrogénio com a Gly301 do mon6émero
D. (D) PGE fazendo ligag&o de hidrogénio com a Gly65 do monémero A. (D) PGE fazendo ligagdo de hidrogénio
com a Trp197 do mondmero B. Os mapas sdo contornados: 2mFo-DFc, azul em 1 o; mFo-DFc, verde e vermelho,
em 13 o ¢ -3 o, respectivamente.

Fonte: A autora.

A densidade eletrdnica indicou que os residuos Cys153 (residuos cataliticos) sdo
oxidados em diferentes graus e modifica¢6es. VVarios estudos foram realizados para obter um
melhor ajuste na densidade de eletrénica e 0 modelo final contém S-fosfocisteina (CSP) nos

mondmeros A, B e C e 3-sulfinoalanina (CSD) no mondémero D (Figura 33-A-D).
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Figura 33 - Densidade eletrdnica para cisteinas modificadas nos 4 mondmeros da SMGAPDH.

Legenda: (A) Mondmero A. (B) Monémero B. (C) Monémero C. (D) Monémero D. Os mapas sdo contornados:
2mFo-DFc, azul em 1 6; mFo-DFc, verde e vermelho, em +3 o e -3 o, respectivamente.
Fonte: A autora.

Varios estudos relataram modificacbes na cisteina catalitica em GAPDH, em
particular: i) cisteina carboximetilada (CCS) foi observada na estrutura de Panulirus versicolor
- cbdigo PDB: 1DSS (SONG et al., 1999) e Trypanosoma cruzi - codigo PDB: 3DMT (GUIDO
et al., 2009); ii) 3-sulfinoalanina (CSD) foi observada em estruturas de Achromobacter
xylosoxidans - cédigo PDB: 10BF (ANTONYUK et al., 2003), Rattus norvegicus - codigo
PDB: 2VYV (FRAYNE et al., 2009), Mus musculus - codigo PDB: 5C71 (DANSHINA et al.,
2016), Arabidopsis thaliana - codigo PDB: 6QUN (ZAFFAGNINI et al., 2019), Escherichia
coli - codigp PDB: 6UTN (RODRIGUEZ-HERNANDEZ; ROMO-AREVALO;
RODRIGUEZ-ROMERO, 2019), Naegleria gruberi - cédigo PDB: 5UR0 (MACHADO;
SILVA; IULEK, 2018) e Thermus aquaticus - codigo PDB: 2G82 (JENKINS; TANNER,
2006); iii) S-oxicisteina (CSX) foi observada nas estruturas Oryctolagus cuniculus - codigo
PDB: 1J0X (COWAN-JACOB et al., 2003), iv) Acido cisteinosulfénico (OCS, Figura) foi
observado na estrutura de Homo sapiens - codigo PDB: 5C7L (DANSHINA et al., 2016) e
Naegleria gruberi - codigo PDB: 5UR0 (MACHADO; SILVA; IULEK, 2018) e v) S-acetil-
cisteina (SCY) foi observada na estrutura de Escherichia coli - cédigo PDB: 4MVJ (KUHN et
al., 2014).

A Figura 34 mostra o diagrama de topologia que explicita os elementos de estrutura
secundaria, produzido pela ferramenta PDBsum (LASKWOSKI, 2001). Os demais resultados
obtidos (Tabela 11) indicaram que entre 0s mondmeros A:B, C:D, A:C e B:D ha maior area
interfacial e maior nimero de ligacGes de hidrogénio, portanto, estes monémeros apresentam

maior interacdo entre si do que com os demais mondémeros.
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Figura 34 - Diagrama de topologia para a estrutura da SMGAPDH.

Legenda: Os cilindros vermelhos representam as hélices-a, as setas rosas as fitas-p e as linhas azuis os loops.
Figura gerada por meio da ferramenta PDBsum.
Fonte: A autora.

Tabela 11 - Areas de interface entre os mondmeros (A, B, C e D) correspondentes aos tetramero.

N° de Area da N° de N° de N de
A , s contatos
Monomeros residuos na Interface pontes ligacoes de
. X2 . . A sem
interface (A% salinas hidrogénio c .
ligacoes
A:B 31:28 1377 : 1429 - 13 208
C:D 30:29 1390 : 1439 - 12 220
A:C 7:8 429 : 402 3 5 36
B:D 7:8 466 : 468 3 5 31
A:D 41 :43 1954 : 1978 5 21 244
B:C 41 : 42 2002 : 1964 7 18 241

O simbolo ":" representa as inter-relagdes entre os mondmeros, entre os residuos e areas de interface. Dados
obtidos pela ferramenta PDBsum.
Fonte: A autora.

2.4.2.2.2 Andlises e comparagoes entre monomeros e dominios da SmGAPDH

A superposi¢ao aos pares dos quatro mondmeros de SmGAPDH nao revelou diferengas
estruturais significativas em suas conformagdes, como pode ser observado pelos valores de

RMSD entre 0,446-0,586 A para os atomos da cadeia principal (Tabela 12).
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Tabela 12 - Valores de RMSD (A) entre Co’s para os quatro mondmeros da SMGAPDH.

Monbmero D C B
A 0,478 0,517 0,459
B 0,567 0,599 -
C 0,536 - -

Fonte: A autora.

2.4.2.2.3 Alinhamento das sequéncias e comparagdo com proteinas homologas

As estruturas de GAPDH’s selecionadas para o alinhamento sequencial foram as dos
seguintes organismos: Brugia malayi, Bmal - PDB ID: 4K9D (FAIRMAN et al., 2013), Homo
sapiens, somatica, Hsal - PDB ID: 1U8F (JENKINS; TANNER, 2006), Homo sapiens,
espermatica, Hsa2 - PDB ID: 3H9E (CHAIKUAD et al., 2011), Trypanosoma cruzi, Tcru -
PDB ID: 4LSM (EDWARDS; ABENDROTH, 2013), Arabidopsis thaliana, Atha - PDB ID:
4Z0H (ZAFFAGNINI et al., 2016), Kluyveromyces marxianus, Kmar - PDB ID: 2I5P
(FERREIRA-DA-SILVA et al., 2006) e Chlamydia trachomatis, Ctra - PDB ID: 60K4
(BARRETT et al., 2020). A sequéncia de Hsa2 tem 68% de identidade com a Hsal e contém
uma regido extra de proliprolina com 72 residuos no N-terminal (CHAIKUAD et al., 2011,
WELCH et al., 2000). Para melhor visualizacao do alinhamento, a sequéncia desta foi truncanda
entre os residuos 9-75. A Figura 35 mostra o alinhamento e a Tabela 13 os valores de RMSD

da sobreposicao entre Cas e a porcentagem de identidade sequencial.



Figura 35 - Alinhamento das sequéncias de aminoacidos da SMGAPDH com as homologas representativas.
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Legenda: Estrelas azuis indicam os residuos equivalentes a Bmag que devem fazer contato com o NAD*. Estrelas
verdes indicam os residuos cataliticos. Em vermelho estao as fitas-p e as hélices-o na estrutura de SMGAPDH. Os
residuos 9 a 75 de Hsa2 sdo representados por uma marca de til (~).
Fonte: A autora.
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Tabela 13 - Valores de RMSD entre Cao’s referentes as sobreposicdo de SMGAPDH com as estruturas de Brugia
malayi (cédigo PDB 4K9D), Homo sapiens 1 (c6digo PDB 1U8F) e Homo sapiens 2 (cédigo PDB 3H9E),
Trypanosoma cruzi (cédigo PDB 4LSM), Arabidopsis thaliana (codigo PDB 4Z0H), Kluyveromyces marxianus
(codigo PDB 2I5P) e Chlamydia trachomatis (codigo PDB 60K4).

Organismo / Cédigo PDB RMSD(A) / N. de residuos
envolvidos
Brugia malayi /| 4K9D 0,598 /331
Homo sapiens 1/ 1U8F 0,615 /331
Homo sapiens 2 / 3H9E 0,802 /328
Trypanosoma cruzi / 4LSM 0,764 /324
Arabidopsis thaliana | 4Z0H 0,797 /327
Kluyveromyces marxianus / 215P 1,170 /298
Chlamydia trachomatis | 60K4 1,047 /326

Fonte: A autora.

Em geral, todas as estruturas GAPDH séo semelhantes, com algumas diferencas nos
elementos secundarios da estrutura; o RMSD entre seus Co. vsi de 0,615 (B. malayi) a 1,170 A
(K. marxianus), para um minimo de 298 residuos sobrepostos.

Como pode ser observado no alinhamento (Figura 35), apenas a GAPDH de
Schistosoma mansoni (Sman) apresenta a sequéncia NNR em sua regido 114-116. Como essa
sequéncia substitui pelo menos uma Glicina conservada em todas as estruturas, decidiu-se
estudar mais esta caracteristica unica. Apos a pesquisa e alinhamento sequencial com todas as
estruturas de GAPDH atualmente disponiveis (total 122) no Protein Data Bank (BERMAN et
al., 2000), notamos que a sequéncia NNR de SmMGAPDH se alinha sistematicamente contra GG-
, AG- , TG- ou NG- (alinhamento ndo mostrado); portanto, confirmamos a presenca constante
de Glicina nas outras estruturas/sequéncias e observamos que Arg116 é praticamente Unica para
SMGAPDH, sendo encontrado apenas em duas GAPDH’s de baixa similaridade (GAPDH de
Streptococcus agalactiae e Streptococcus pyogenes) e mesmo nesses dois casos com uma
lacuna, a falta de uma Asparagina.

As densidades eletronicas para esses residuos (114-116) na estrutura de SMGAPDH
apresentam diferentes graus de desordem (provavelmente esperado uma vez que nessa regido
normalmente sdo encontradas Glicinas), mas a maioria dos &tomos da cadeia principal pdde ser
modelada, especialmente para os monémeros A e B, em que a densidade eletrénica € melhor.
Além disso, para esses mondmeros, as Argl16’s parecem se ajustar razoavelmente bem na
densidade eletrénica, embora sejam identificadas como outliers de rotdmeros, provavelmente
explicados pelas interacOes das ligacGes de hidrogénio que elas fazem. Apesar disso, dos
melhores esforgos de modelagem, alguns desses residuos estdo fora das regiGes favoraveis do

grafico de Ramachandran ou até se apresentam como outliers de rotdmeros. Optou-se por ndo
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impor restri¢cGes extras durante o refinamento, considerando a presenca geral de glicinas nessa
regido nas homologas; no entanto, em geral, os mondmeros A e B foram usados como base para
modelar essa regido nos outros monémeros. A Figura 36 ilustra essa caracteristica estrutural

exclusiva da SMGAPDH e mostra as ligagdes de hidrogénio da Arg116 no monémero A.

Figura 36 - Conformagao dos residuos 114-116 e ligagdes de hidrogénio entre Arg116 com Ala83, 11e85 e Alal10
no mondmero A.

Asnll4

Legenda: A molécula NAD* é apresentada na posicdo correspondente a da estrutura de GAPDH de Homo sapiens,
PDB ID: 1U8F (JENKINS; TANNER, 2006). Residuos em azul foram anteriormente indicados como importantes
para planejamento de inibidores diferenciais. Residuos em ciano incluem os envolvidos nas ligagdes de hidrogénio
com R116 e compreendem duas hélices cujos terminais levam a residuos que fazem contato com a porgao adenina,
especulados como de importancia para o desenho de inibidores diferenciais.

Fonte: A autora.

Curiosamente, Arg116 estabelece, através de sua cadeia lateral, ligacGes de hidrogénio
com as carbonilas dos residuos Ala83, 11e85 e Alal10, que pertencem ou adjazem a duas hélices
curtas, 82-84 e 105-112, esta Gltima levando a hélice que compreende os residuos 114-116,
representados na Figura 36 (para 0o mondmero A). Nas extremidades (N-terminal) dessas hélices
conectadas por essas ligacBes de hidrogénio, hd os residuos 80 e 101-102, apontados
anteriormente por Suresh et al. (2001) como a serem explorados para o desenho diferencial de
drogas contra GAPDH’s de parasitas. No alinhamento (Figura 36), esses residuos sdo
conservados entre a SMGAPDH e as GAPDHs humanas, no entanto, deve-se observar um
possivel efeito que a mutacdo dos residuos de glicina na regido 114-116 para residuos nao tao
flexiveis (NNR), acrescido a esta ligacdo extra (através de ligagdes de hidrogénio da cadeia

lateral da Arg116) entre essas hélices, pode impor a capacidade das interagcdes dos residuos
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citados a porcdo adenina do NAD* e como isso pode ser explorado, no que diz respeito a
mobilidade das cadeias laterais, para a interacao diferencial com inibidores a serem planejados.
Estudos por dindmica molecular poderiam trazer mais informacdes quanto a exploracdo desta

caracteristica no desenho diferencial de inibidores.

2.5 CONCLUSOES

e A metodologia utilizada nas etapas de expresséo e purificacdo permitiu obter a enzima
SmGAPDH de maneira satisfatoria, provendo quantidade suficiente da enzima soltvel
para realizar os ensaios de cristalizacao;

e Um dos cristais forneceu um conjunto de imagens de difracao de raios X que permitiu
o refinamento da estrutura a resolucdo de 2,51 A;

e A comparagao da SmGAPDH com proteinas homologas revelou que os residuos NNR
(114-116) sao tnicos na GAPDH de Schistosoma mansoni e o residuo Argll6 faz
algumas ligacdes de hidrogénio que une hélices em cujas extremidades estdo residuos
que podem ser explorados para o desenho diferencial de inibidores;

e Aestrutura da SmGAPDH foi depositada no PDB (codigo: 7JHO), a qual eventualmente
podera ser utilizada para o desenho de inibidores numa primeira etapa para divisar
tratamentos para a esquistossomose;

e Este trabalho foi submetido a uma revista especializada e esta sob reviséo.
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CAPITULO 3 - GLICOSE-6-FOSFATO-1-EPIMERASE DE Naegleria gruberi (NgG6P-
1E)

3.1 INTRODUCAO

3.1.1 Naegleria fowleri e Naegleria gruberi: Aspectos Gerais

Os protozoarios Naegleria fowleri e Naegleria gruberi sdo amebas onipresentes de
vida livre, que podem ser encontradas no solo e em fontes de dgua doce; eles prosperam em
temperaturas quentes (FURTON, 1970; MARCIANO-CABRAL, 1988).

A Naegleria fowleri, patogénica a seres humanos, é responsavel pelo desenvolvimento
da Meningoencefalite Amebiana Primaria (PAM) (JOHN, 1982), infeccdo que ocorre quando
as amebas presentes na agua sdo aspiradas, normalmente durante natacdo, e migram para o
cérebro através do neuroepitélio olfativo ganhando entrada no sistema nervoso central
(SHAKOOR et al., 2011). Mais recentemente, a infec¢do foi associada a praticas religiosas e
culturais (SIDDIQUI; KHAN, 2014) e, em alguns casos, com procedimentos de irrigacdo nasal
com agua contaminada (YODER et al., 2012). Dentre o0s sinais e sintomas estdo: febre, dor de
cabeca, anorexia, nauseas, vomito e irritacdo meningea. Dependendo do estado fisiologico do
hospedeiro, essa doenca pode levar a morte em aproximadamente 72h apds o inicio dos
sintomas (JOHN, 1982).

Desde sua descoberta em 1965 por Malcolm Fowler e Rodney F. Carter na Australia,
essa doenca foi relatada em mais de 16 paises, sendo os Estados Unidos o pais com o maior
numero de casos documentatos da PAM (YODER et al., 2010), onde entre 1962 e 2018 foram
reportados 145 casos com apenas 4 sobreviventes, o que significa que a infec¢do tem uma taxa
de mortalidade de quase 98% (CENTERS FOR DISEASE CONTROL AND PREVENTION,
2019). O medicamento de escolha para o tratamento da PAM € o antibi6tico Anfotericina B
(AmB), eficaz desde que o tratamento seja iniciado cedo (KROL-TURMINSKA; OLENDER,
2017), entretanto, nos Gltimos 5 anos, a terapia baseia-se na combinacdo de AmB com
Miltefosina, embora ndo esteja realmente clara a eficiéncia desta combinacdo (BAIG; KHAN,
2015). As aplicagdes clinicas da AmB, no entanto, sdo limitadas por sua nefrotoxicidade e por
seus varios outros efeitos colaterais agudos (BAGINSKI; CZUB, 2009).

Diante do exposto, fica clara a necessidade da descoberta de novos medicamentos para

a cura da PAM. Segundo Bellini et al., (2018), a abordagem destes estudos e pesquisas pode
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partir de testes com medicamentos com mecanismos de a¢é@o ja conhecidos e que possuem a
atividade amebicida.

A Naegleria gruberi é um protozodrio ndo patogénico que teve seu genoma
sequenciado por Fritz-Laylin em 2010 (FRITZ-LAYLIN et al., 2010). Foi estudada
inicialmente como modelo de transformacdo de fases, pois transforma-se facilmente em
flagelados (BEXKENS et al., 2018). Devido ao fato de atualmente a N. gruberi continuar sendo
uma das poucas Excavatas de vida livre com genoma completo sequenciado, esta espécie é
utilizada como ponto de amostragem chave para o estudo da evolucdo eucaridtica e é
potencialmente um sistema modelo Gtil para o estudo da biologia celular eucariética fora dos
animais, levedura e plantas (HERMAN et al., 2018).

No ciclo de vida dos géneros de Naegleria spp. (Figura 37) ha primazia da forma
ameboide, com tamanho aproximado de 15 pum, capaz de se alimentar de bactérias e se
reproduzir a cada 1,6h (FRITZ-LAYLIN et al., 2010). Quando as amebas sdo transferidas de
um ambiente de crescimento para o solo ou a um liquido sem nutrientes, elas se transformam
rapidamente na forma flagelada, a qual auxilia na locomocédo para um local mais favoravel. Os
flagelados sdo temporéarios, incapazes de se alimentar e, eventualmente, revertem-se para a
forma de amebas (FULTON, 1977).

Figura 37 - Ciclo de vida de Naegleria spp.
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Fonte: FURTON (1970).

Estudos que demandam a manipulacdo do patégeno N. fowleri exigem alto grau de
biosseguranca e custo financeiro elevado, em consequéncia da grande letalidade da PAM. Nesse
contexto, a utilizacdo do protozoario Naegleria gruberi pode ser um sistema de modelo

alternativo viavel para conhecer caracteristicas moleculares e bioquimicas da N. fowleri.
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As enzimas da via glicolitica podem ser um alvo para o planejamento de
medicamentos, por isso vem sendo abundantemente estudadas. No caso particular deste
trabalho, o interesse estd na enzima Glicose-6-Fosfato-1-Epimerase de Naegleria gruberi
(NgG6P-1E).

3.1.2 Enzima Glicose-6-Fosfato-1-Epimerase (G6P-1E)
A enzima G6P-1E (EC 5.1.3.15) faz parte da via glicolitica, onde catalisa a
interconversdao entre o-D-glicose 6-fosfato e [p-D-glicose 6-fosfato (Figura 38)

(SCHOMBURG; CHANG; SCHOMBURG, 2002).

Figura 38 - Interconversdo entre a-D-glicose 6-fosfato e p-D-glicose 6-fosfato, catalisada pela Glicose-6-Fosfato-
1-Epimerase.
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Fonte: SCHOMBURG; CHANG; SCHOMBURG (2002).

Esta enzima é encontrada em diferentes organismos e ja foi isolada a partir de
bactérias, fungos, plantas (SCHOMBURG; CHANG; SCHOMBURG, 2002) e protozoarios
(FRITZ-LAYLIN et al., 2010).

Ainda que a GG6P-1E esteja presente em muitos organismos distintos, estudos
estruturais em nivel molecular dessa enzima sdo escassos, pois no “Protein Data Bank” (PDB)
existem apenas trés estruturas de G6P-1E: G6P-1E de Saccharomyces cerevisiae (SCG6P-1E -
codigo PDB: 2CIR e 2CIQ) (GRAILLE et al., 2006) e G6P-1E de Salmonella typhimurium
(StG6P-1E - cddigo PDB: 2HTB) (CHITTORI et al., 2007) (Figura 39). Essas enzimas
possuem, respectivamente, 26,59 e 26,53% de identidade com a NgG6P-1E.
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Figura 39 - Estrutura tridimensional das proteinas homélogas a G6P-1E depositadas no PDB. A) ScG6P-1E. B)
SeG6P-1E.

Fonte: CHITTORI et al. (2007); GRAILLE et al. (2006).

Os residuos cataliticos em SeG6P-1E sdo His164 e Glu267 (CHITTORI et al., 2007),
0s quais, com base no alinhamento de sequencias, correspondem a His166 e Glu282 na NgG6P-
1E.

A importancia da estrutura tridimensional, bem como da conformacéo e dos residuos
do sitio ativo, é um aspecto com aplicacédo préatica do estudo de enzimas para a busca inibidores.
No caso da G6P-1E, a busca por inibidores torna-se bastante relevante uma vez que até o
momento ndo foram relatados para essa enzima. Assim, o desenvolvimento do protocolo de
expressao, purificacdo e cristalizacdo, bem como a determinacgdo da estrutura da NgG6P-1E,
poderiam guiar novos estudos bioguimicos, estruturais, para a busca de inibidores tanto para
NgG6P-1E quanto para a proteina homologa NfG6P-1E, cuja estrutura primaria ainda esta

indisponivel.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Realizar o estudo para obtencdo dos clones contendo o gene da enzima NgG6P-1E;
e Inserir a construgdo pET-28a/NgG6P-1E em bactérias;

e Determinar as condicGes de expressao e purificacao;

e Encontrar as condicdes de cristalizagéo;

e Em caso de insucesso na obtencdo de cristais de qualidade, resolver a estrutura por

meio de modelagem por homologia.
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3.3 MATERIAIS E METODOS

3.3.1 Procedimentos Experimentais

3.3.1.1 Obtencéo de clones contendo o0 gene da enzima NgG6P-1E

O procedimento para obtencao dos clones foi o citado no item 2.3.1.1 do capitulo 2,
considerando-se as particularidades do gene da NgG6P-1E. Apos a escolha sitios de restrigao,
encomendou-se a preparacao do plasmideo com o inserto junto a empresa GenScript USA Inc.

(https://www.genscript.com/).

3.3.1.2 Transformacdo de bactérias eletrocompetentes por eletroporacéo

O procedimento para transformacédo das bactérias eletrocompetentes foi o citado no
item 2.3.1.2 do capitulo 2.

3.3.1.3 Expressao

Os experimentos de expressdo foram os citados no item 2.3.1.3 do capitulo 2, com a
mudanca do tampéo de lise (20 mmol L™ de tris-HCI, 200 mmol L de NaCl e 10 mmol L de
B-mercaptoetanol, pH 8,5). Os testes foram realizados para uma Unica coldnia selecionada

aleatoriamente.

3.3.1.4 Purificacdo por cromatografia de afinidade

O procedimento e o protocolo utilizados estdo descritos no item 2.3.1.4 do capitulo 2,
com a mudanca dos tampdes de lise (descrito no item 3.3.3) e de eluigdo (20 mmol Lt de Tris-
HCI, 200 mmol L de NaCl, 500 mmol L"* de imidazol e 10 mmol L de p-mercaptoetanol, pH
8,5).

O acompanhamento da purificacao foi realizado por meio de eletroforese de proteinas
SDS-PAGE (12 %) (SAMBROOK; RUSSEL, 2001).


https://www.genscript.com/
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3.3.1.5 Cristalizacdo da NgG6P-1E

3.3.1.5.1 Triagem inicial

Para os ensaios de cristalizacdo, a enzima foi concentrada por centrifugacéo a 3.000 x
g, a4 °C, em dispositivo Vivaspin 6. As concentragdes obtidas foram 5,0, 7,5 e 10,0 mg mL™,
conforme dosagem feita pelo método de Bradford (1976). O método de cristalizacdo utilizado
foi a difuséo de vapor por gota suspensa (MCPHERSON, 1999).
Os experimentos foram realizados de duas formas diferentes: manual e automatizada.

e Os experimentos manuais foram conduzidos na cdmara de cristalizagdo da Universidade
Estadual de Ponta Grossa (UEPG). Foram testadas todas as condigdes dos seguintes Kkits
comerciais de cristalizacdo: Morpheus, JCSG, PGA Screen e MIDAS, do fabricante Molecular
Dimensions. Para cada ensaio distinto, misturaram-se 2 puL de solugéo de cristaliza¢do com 2 puL
de solucdo da enzima. As solugdes assim compostas foram deixadas equilibrar com 500 pL da
solucdo do poco através da difusdo de vapor por gota suspensa. Os ensaios foram mantidos a 18
°C e as inspecOes para identificacdo dos cristais foram realizadas a cada 24h. No total foram
testadas 384 condicGes.

e Os experimentos automatizados foram realizados utilizando-se o robd (HoneyBee 963,
Digilab Global) do Laboratorio Nacional de Biociéncias (LNBio). Foram utilizados os seguintes
kits comerciais de cristalizagdo: "Crystal Screen HT”, "JCSG+ Suite”, “PACT Suite”,
"Precipitant Synergy", “SaltRx HT” e “Wizard Screens I e II”” dos fabricantes Hampton Research,
Nextal/Qiagen, Nextal/Qiagen, Emerald BioSystems, Hampton Research e Emerald BioSystems,
respectivamente. Para estes ensaios, misturaram-se 0,5 puL de solugdo precipitante com 0,5 uL
de solugdo da enzima, que foram deixados equilibrar com 200 pL da solugdo do pogo. Os ensaios
de cristalizacdo foram mantidos a 4 e 18 °C e as inspe¢des para identificacdo dos cristais foram
realizados de acordo com o protocolo estabelecido pelo LNBio. No total foram testadas 552

condicdes em cada uma das temperaturas.

3.3.1.5.2 Refinamento das condicdes de cristalizacao

No total, foram realizados cinco refinamentos das condi¢des de cristalizagdo. O
método utilizado foi a difusdo de vapor por gota suspensa (MCPHERSON, 1999). Os ensaios

foram realizados variando-se a concentragdo de proteina (4,0, 6,0 e 8,0 mg mL?), a
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concentracdo do agente precipitante (18 a 32% - de 1 em 1%), a concentracao do sal (0,1, 0,15,
0,18 € 0,20 mmol L), o pH da solugdo tampéo (5,0 29,0 - de 0,5 em 0,5) e 0 volume/proporgéo
das gotas em relacdo a solucédo de proteina/solucao do poco (1:1, 1:2 e 1:3). Todos 0s ensaios
foram programados seguindo as orientagdes apresentadas em McPherson e Cudney (2014). No
total foram testadas 768 condicGes em cada uma das temperaturas (4 e 18 °C).

3.3.1.6 Coleta de dados

Os cristais com melhores caracteristicas (de maiores tamanhos e faces bem formadas)
considerando analises visuais com utilizacdo de microscopio estereoscopico foram coletados
com um crioloop, mergulhados em uma solucdo com 20% de PEG200 (8 puL do pog¢o com 2 pL
de PEG200) e refriados em nitrogénio liquido. Estes cristais foram levados a fonte de radiacéo

sincrotron (Diamond), localizada em Harwell, Inglaterra.

3.3.2 Procedimentos Computacionais

3.3.2.1 Modelagem por homologia

A busca por sequéncias similares a da enzima alvo foi realizada com a ferramenta
BLAST do NCBI. Os critérios de selecdo foram estruturas com porcentagem de identidade >
25 % e melhor resolucao.

As estruturas selecionadas foram sobrepostas com a utilizagdo do programa MultiProt
(SHATSKY; NUSSINOV; WOLFSON, 2004) e o alinhamento entre as sequéncias realizado a
partir das estruturas que estivessem sobrepostas com o programa T-Coffee (NOTREDAME;
HIGGINS; HERINGA, 2000). O alinhamento ¢ os PDB’s selecionados foram utilizados como
arquivos de entrada para o programa Modeller (ESWAR et al., 2006).

Foram gerados 150 modelos que foram avaliados em relacdo a pontuacdo Discrete
Optimized Protein Energy (DOPE) (SHEN; SALI, 2006) e ao grafico de Ramachandran com
uso do programa Procheck (LASKOWSKI et al., 1993). O modelo escolhido foi o que
apresentou menor valor do DOPE normalizado e que ndo apresentava os residuos do sitio ativo

nas regides nao permitidas do grafico de Ramachandran.
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3.3.2.2 Analise do modelo gerado por homologia

O modelo obtido foi analisado pela ferramenta PDBsum (LASKOWSKI, 2009) a fim
de analisar a estrutura secundaria e a topologia. A sequéncia de aminodcidos das estruturas
tridimensionais utilizadas foram alinhadas com o programa T-Coffee (NOTREDAME;
HIGGINS; HERINGA, 2000). A visualizagdo do alinhamento se deu por meio do programa
ALINE (BOND; SCHUTTELKOPF, 2009), sendo as estruturas secundarias estimadas pelo
programa DSSP (KABSCH; SANDER, 1983). O fundo do alinahmento foi colorido de acordo
com a convengao de Alscript Calcons (BARTON, 1993).

3.4 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.4.1 Procedimentos Experimentais

3.4.1.1 Clonagem

O estudo direcionado a sintetizar o gene da NgG6P-1E levou a encomenda da
construcdo pET28-a/NgG6P-1E com os sitios de restricdo BamHI e HindlIl com inser¢do do
gene alvo no plasmideo pET-28a. A escolha destas enzimas foi feita de forma que o menor

numero de aminoacidos possivel fosse adicionado a sequéncia nativa.

3.4.1.2 Expressao

A sequéncia de aminoacidos da enzima NgG6P-1E foi submetida a analise pelo
servidor ProtParam (EXPASY Proteomics Server), que calculou uma massa molecular de
35236,91 Da (314 residuos de aminoacidos), que com a incluséo de 6 residuos de histidina e
seus conectores, provenientes do sistema de clonagem, leva a uma massa molecular calculada
de 38867,89 Da (349 residuos de aminoacidos).

Tendo em vista esta informacdo, a analise eletroforética do experimento de expressao
realizado a 37 °C com 6 h e 0,5 mmol L de IPTG indicou que a proteina foi expressa,
entretanto, encontrava-se majoritariamente na fracdo insoltvel (dados ndo mostrados). Com a
mudanca na temperatura de inducéo para 20 °C, a proteina foi expressa na fracdo soluvel em

quantidade maior do que quando nas mesmas condicdes a 37 °C.
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Uma vez definida a temperatura de expressdo, foram ajustados os parametros
concentracdo de IPTG e tempo de indugdo. Encontrou-se que a melhor condicdo para expressar
a proteina é o meio LB com 0,03 mg mL " de canamicina e 0,5 mmol L™ de IPTG por 6 h de

indugéo. A Figura 40 ilustra a expressdo da NgG6P-1E em um gel de eletroforese.

Figura 40 - SDS-PAGE (12 %) referente ao teste de expressdo a 20 °C com 6 h de indug&o e 0,5 mmol L de IPTG
para a enzima NgG6P-1E

Legenda: MMM: Marcador de Massa Molecular, nas raias identificadas como 1 e 2 foram aplicadas amostras dos
extratos da bactéria BL21(DE3) ndo transformada e da bactéria ndo induzida, respectivamente. Nas raias 3 e 4
foram aplicadas a fracdo insoluvel e soluvel, respectivamente. O retdngulo vermelho indica as bandas de expressdo
da enzima NgG6P-1E.

Fonte: A autora.

3.4.1.3 Purificagéo por cromatografia de afinidade

No cromatograma da purificagdo por afinidade ao niquel, observaram-se 2 picos bem
definidos e separados (Figura 41-A). Amostras referentes ao segundo pico (fragdes 75 a 81,
cada uma de 1 mL) foram analisadas por SDS-PAGE (12%) (Figura 41-B), o qual revelou que
a NgG6P-1E foi eluida parcialmente pura com 225 mmol L de imidazol. Estas amostras foram

reunidas e concentradas para os experimentos de cristalizacao.
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Figura 41 - (A) Cromatograma das fragdes eluidas durante a purificacdo da NgG6P-1E por cromatografia de
afinidade. (B) Eletroforegrama SDS-PAGE 12% das fracfes da cromatografia por afinidade.
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Lengenda: A) A linha azul representa a absorbancia enquanto que a vermelha destaca o gradiente de imidazol feito
com o tampdo eluigdo. B) MMM: Marcador de Massa Molecular, nimeros das amostras correspondentes as fracoes
obtidas na cromatografia. Foram aplicados 10 pl de solugéo proteica por raia.

Fonte: A autora.

3.4.1.4 Cristalizacdo da NgG6P-1E

3.4.1.4.1 Triagem inicial

Nos experimentos manuais ndo houve a formagdo dos cristais, portanto, amostras
foram enviadas ao Laboratorio Nacional de Biociéncias (LNBio) a fim de testar outros Kits
comerciais.

Nos experimentos automatizados, constatou-se a formacao de cristais em formato de
“agulhas” em duas condigdes do kit JCSG a 4 ¢ 18 °C (Figura 42). Tais condicdes foram: (1)
0,18 mmol L™ de citrato de amonio tribéasico e 20% (m/V) de PEG 3350 e (11) 0,2 mmol L de
sulfato de amonio, 0,1 mmol L de Bis tris pH 5,5 e 20% (m/V) PEG 3350. A partir destes
resultados preliminares, foi possivel determinar quais as condi¢bes mais favoraveis para a
cristalizacdo da NgG6P-1E, e, a partir disso, otimizac6es nas condicGes de cristalizacdo para 0s

cristais obtidos nas condicdes (I) e (I1) foram realizadas.
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Figura 42 - Cristais obtidos nos experimentos realizados no LNLS com a utilizag8o do kit JCSG.

A

Legenda: A) Cristais obtidos na condicdo (1) com a enzima a 7,5 e 10 mg mL™*. B) Cristais obtidos na condigdo
(I comaenzimaa7,5e 10 mg mL™.,
Fonte: A autora.

3.4.1.4.2 Refinamento das condicdes de cristalizacao

De forma geral, ndo se obteve melhora significativa na qualidade dos cristais,
entretanto, dezesseis cristais julgados visualmente como melhores (Figura 43) foram
submetidos a radiacdo sincrotron. Tais condigbes foram: (111) 0,15 mmol L de citrato de
amonio tribasico e 21% (m/V) de PEG 3350 (1V) 0,15 mmol L™ de citrato de aménio tribasico
(m/V) e 22% (m/V) de PEG 3350.
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Figura 43 - Cristais obtidos nos experimentos realizados no LNBio por meio do refinamento.

A B

Legenda: A) Cristais obtidos na condic&o (I11) com a enzima a 7,5 mg mL-1 B) Cristais obtidos na condicao (l11),
aproximados em uma determinada regido e submetidos a luz polarizada. C) Cristais obtidos na condi¢&o (1) com
a enzima a 7,5 mg mL-1 D) Cristais obtidos na condigdo (V) aproximados em uma determinada regido e
submetidos & luz polarizada.

Fonte: A autora.

3.4.1.5 Coleta de dados

Nos experimentos de difracdo ndo se observaram reflexdes nas imagens, 0 que € um
forte indicio de que se tratam de cristais de proteina, porém, desordenados. Cristais de sal, em
sua maioria, mesmo que pequenos ou com atomos ndo totalmente organizados, apresentam
padrdo de difracdo de raios X. A incidéncia de luz polarizada nas gotas de cristalizagcdo também
indicou a presenca de cristais, ja que técnica permitiu verificar a presenca de birrefringéncia
(ECHALIER et al., 2004).
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3.4.2 Procedimentos Computacionais

3.4.2.1 Modelagem por homologia

Na auséncia de dados experimentais para resolver a estrutura 3D da NgG6P-1E, foi
dada sequéncia ao trabalho de modelagem molecular por restricdes espaciais.

Por meio da ferramenta BLAST foram identificadas 5 proteinas homologas, de 4
organismos diferentes, porém, somente 2 identificadas como G6P-1E. A Tabela 14 mostra 0s
dados das estruturas selecionadas para constru¢do dos modelos.

Tabela 14 - Dados das proteinas homologas a enzima NgG6P-1E, obtidos a partir de alinhamentos feitos com as
estruturas depositadas no PDB.

Cddigo  Resolucao Proteina/Organismo Similaridade Identidade
(A) (%) (%)
2CIR 1,60 G6P-1E / 38,72 26,59
Saccharomyces cerevisiae
2HTA 1,90 G6P-1E / Salmonella 36,05 26,53
typhimurium

Fonte: A autora.

O grau de identidade entre as proteinas homologas usadas para modelagem e a alvo
foi sempre superior a 25%. Segundo (SANTOS FILHO; ALENCASTRO, 2003) proteinas com
cerca de 25% de identidade ou superior podem ser utilizadas para construir um modelo para a

proteina alvo.

3.4.2.2 Analise do modelo gerado por homologia

O modelo gerado por homologia selecionado foi aquele que apresentou valor mais
negativo para a fungdo de energia DOPE (-0,408) representando menor energia € maior
estabilidade. Também foi verificado que residuos importantes para catalise e interacdo com o
substrato ndo estivessem nas regides ndo permitidas no grafico de Ramachadram. O grafico de
Ramachandran (Figura 44) indica que 84,9% dos aminoacidos estdo em regides mais
favoraveis, 12,3% nas regifes adicionalmente permitidas, 2,8% nas regides generosamente
permitidas e 0,0% nas regides ndo permitidas.
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Figura 44 - Grafico de Ramachandran para o0 melhor modelo da enzima NgG6P-1E.
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Legenda: As glicinas sdo representadas por triangulos e os demais aminoacidos por quadrados. As areas em
vermelho sdo chamadas de regides muito favoraveis; em amarelo, adicionalmente permitidas; em bege, de regides
generosamente permitidas, e em branco, de regifes ndo permitidas. Figura gerada pelo programa Procheck.

Fonte: A autora.

O modelo final da NgG6P-1E (Figura 45-A) apresenta organizacao estrutural contendo

5 % dos residuos em hélices-a, 30 % em fitas-f3 ¢ 65 % em “loops” ou al¢as (Figura 45-B).

Figura 45 - A) Estrutura da enzima NgG6P-1E obtida por modelagem por homologia. B) Topologia de NgG6P-1E
gerada pelo PDBSum.

Fonte: A autora.

O alinhamento entre as sequéncias moldes esta apresentado na Figura 46 e, por meio

da comparacgéo sequencial, pode-se verificar os residuos do sitio ativo da NgG6P-1E: Arg56,

His159, Trp238, Glu264, Asp243, His82 e Arg86.
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Figura 46 - Alinhamento da sequéncia de aminoacidos das enzimas ScG6P-1E (cddigo PDB: 2CIR) e StG6P-1E1E
(codigo PDB: 2HTB).
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Legenda: Estrelas verdes indicam residuos que fazem parte da interacdo com o substrato. Em vermelho estéo as
fitas-P e as hélices-a.
Fonte: A autora.

3.5 CONCLUSOES

A metodologia utilizada nas etapas de expresséo e purificacdo permitiu produzir a
enzima NgG6P-1E de maneira satisfatoria, provendo quantidade suficiente da enzima
soluvel para realizar os ensaios de cristalizag&o;

Os resultados dos experimentos de difracdo de raios X permitiram, por exclusdo de
possibilidade, afirmar que foram obtidos cristais da proteina em estudo, porém, nédo
adequados para coleta de um conjunto de dados de difracdo de raios X. A triagem de
cristalizacdo de proteinas ajuda a determinar fatores que sdo favoraveis para a formacéao
de um grande cristal de proteina adequado para cristalografia de raios X. Embora 0s kits
comerciais existentes possam ndo gerar resultados imediatos completos para algumas
proteinas, seus resultados parciais podem ser usados para uma otimizacao das condicdes
(JUTTU; PUSEY; AYGUN, 2019).



99

A enzima NgGG6P-1E teve sua estrutura modelada computacionalmente, entretanto
ressalta-se a importancia da estrutura 3D a ser obtida por cristalografia, j& que as
proteinas homdlogas apresentam identidade bastante baixa.

Por fim, este trabalho contribuiu em varios aspectos para o entendimento da expressao
e purificacdo da NgG6P-1E de maneira heter6loga, colocando os resultados ora

apresentados como ponto de partida para trabalhos posteriores.
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PERSPECTIVAS

Realizar estudos por dinamica molecular para a enzima TcUH para verificar como se
comportariam os monémeros A (aberto) e C (fechado) na presenga do substrato
(urocanato) e como de uma conformacéo se dirigiria a outra;

Realizar novos ensaios de cristalizacdo para a enzima NgG6P-1E visando a resolucéo
da estrutura por difracdo de raios X;

Utilizar as estruturas obtidas experimentalmente na busca de inibidores diferenciais in
silico com vista a identifica¢do de inibidores de enzimas dos patégenos causadores de

doenca de Chagas e Esquistossomose.
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APENDICE A

Etapas envolvidas no catabolismo da histidina em T. cruzi. A enzima Urocanato Hidratase (UH) esta destacada
em verde.
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