UNIVERSIDADE ESTADUAL DE PONTA GROSSA
PRO-REITORIA DE PESQUISA E POS-GRADUACAO
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM QUIMICA APLICADA

JONATHAN HEILER HERNANDEZ PRIETO

CARACTERIZAQAO ESTRUTURAL DAS ENZIMAS ACIL-COA TIOESTERASE 6
DE Homo Sapiens, ALCOOL DESIDROGENASE DE Naegleria gruberi E
GLICERALDEIDO-3-FOSFATO DESIDROGENASE DE Paracoccidioides lutzii

PONTA GROSSA
2022



JONATHAN HEILER HERNANDEZ PRIETO

CARACTERIZACAO ESTRUTURAL DAS ENZIMAS ACIL-COA TIOESTERASE 6
DE Homo Sapiens, ALCOOL DESIDROGENASE DE Naegleria gruberi E
GLICERALDEIDO-3-FOSFATO DESIDROGENASE DE Paracoccidioides lutzii

Dissertacdo apresentada ao Programa de Pés-
Graduacdo em Quimica Aplicada da Universidade
Estadual de Ponta Grossa, para a obtencdo do titulo
de Mestre em Quimica Aplicada

Orientador: Prof. Dr. Jorge lulek
Coorientadora: Prof2. Dr2. Viviane Paula Martini

PONTA GROSSA
2022



Hernandez Prieto, Jonathan Heiler
H557 Caracterizacao estrutural das enzimas acil-coa tioesterase 6 de Homo
Sapiens, dlcool desidrogenase de Naegleria gruberi e gliceraldeido-3-fosfato
desidrogenase de Paracoccidioides lutzii / Jonathan Heiler Hernandez Prieto.
Ponta Grossa, 2022.
123 f.

Dissertacdo (Mestrado em Quimica - Area de Concentracdo: Quimica),
Universidade Estadual de Ponta Grossa.

Orientador: Prof. Dr. Jorge lulek.
Coorientadora: Profa. Dra. Viviane Paula Martini.

1. Acil-coa tioesterase 6 humana. 2. Alcool desidrogenase de naegleria
gruberi. 3. Gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase de paracocci. 4. Acido d-
galacténico. 5. Paracoccidioidomicose. I. lulek, Jorge. Il. Martini, Viviane Paula.
IIl. Universidade Estadual de Ponta Grossa. Quimica. IV.T.

CDD: 540

Ficha catalogréfica elaborada por Maria Luzia Fernandes Bertholino dos Santos- CRB9/986



11/21/2022 SEI/UEPG - 1218074 - Termo

"

UNIVERSIDADE ESTADUAL DE PONTA GROSSA
Av. General Carlos Cavalcanti, 4748 - Bairro Uvaranas - CEP 84030-900 - Ponta Grossa - PR - https://uepg.br

TERMO

TERMO DE APROVACAO

JONATHAN HEILER HERNANDEZ PRIETO

“CARACTERIZAGAO ESTRUTURAL DAS ENZIMAS ACETIL-COA TIOESTERASE 6 DE Homo sapiens,
ALCOOL DESIDROGENASE DE Naegleria gruberi E GLICERALDEIDO-3-FOSFATO DESIDROGENASE DE
Paracoccidioides lutzii”

Dissertacao aprovada como requisito parcial para obtencao do grau de Mestre no Programa de P6s-Graduacao
em Quimica da Universidade Estadual de Ponta Grossa, pela seguinte banca examinadora.

Orientador Prof. Dr. Jorge Iulek

UEPG/PR

https://sei.uepg.br/sei/controlador.php?acao=documento_imprimir_web&acao_origem=arvore_visualizar&id_documento=1435931&infra_sistema=100.. 1/3



11/21/2022 SEI/UEPG - 1218074 - Termo

Profa. Dra. Beatriz Gomes Guimaraes

FIOCRUZ/PR

Prof. Dr. Adriano Gongalves Viana

UEPG/PR

Ponta Grossa, 14 de novembro de 2022

—
r
Jel! d Documento assinado eletronicamente por Jorge Iulek, Professor(a), em 18/11/2022, as 21:53, conforme
i Resolugdo UEPG CA 114/2018 e art. 1°, III, "b", da Lei 11.419/2006.

assinatura

| eletrbnica

— =
.
JEI! L‘j Documento assinado eletronicamente por Beatriz Gomes Guimaraes, Usuario Externo, em 19/11/2022,
) as 10:05, conforme Resolucdo UEPG CA 114/2018 e art. 1°, ITI, "b", da Lei 11.419/2006.

assinatura

| eletrbnica

—
r
Jel! d Documento assinado eletronicamente por Adriano Goncalves Viana, Professor(a), em 21/11/2022, as
i 11:55, conforme Resolugcdo UEPG CA 114/2018 e art. 1°, III, "b", da Lei 11.419/2006.

assinatura

| eletrbnica

https://sei.uepg.br/sei/controlador.php?acao=documento_imprimir_web&acao_origem=arvore_visualizar&id_documento=1435931&infra_sistema=100.. 2/3



11/21/2022 SEI/UEPG - 1218074 - Termo

22.000069507-3 1218074v2

https://sei.uepg.br/sei/controlador.php?acao=documento_imprimir_web&acao_origem=arvore_visualizar&id_documento=1435931&infra_sistema=100.. 3/3



Dedico aos meus pais Ana Prieto e Juan
Hernandez por serem exemplos de
humildade, honestidade e perseveranca
em minha vida.

e
As minhas irmas pelo apoio e fonte de
inspiracdo e ao meu irmao por ter me

ajudado a comecar minha vida
profissional.

Amo vocés cada dia mais!



AGRADECIMENTOS

A minha m3e e ao meu pai pelo carinho, o amor, 0s ensinamentos e apoio
incondicional durante toda a minha vida. As minhas irmds e ao meu irmdo que,

através de seu inesgotavel apoio, me guiaram para mais uma grande conquista.

Ao meu orientador Prof. Dr. Jorge lulek por ter me convidado e me ajudado ao longo
desta fase da minha vida e, especialmente, pelo acompanhamento para alcancar

todos os meus objetivos.

A minha coorientadora Prof2. Dr2. Viviane Paula Martini pela orientacdo inicial
durante todo esse trabalho associada a obtencdo de proteinas recombinantes, pela

troca de ideias e, sobretudo, pela amizade.

Aos meus trés colegas de laboratério Sheila Boreiko, Rodrigo Robson Miranda e
Renato Ferras Penteado pela iniciagcdo ao laboratério L11 e instrucdo de operacao

dos equipamentos.

Aos meus dois amigos Sheila Boreiko e Rodrigo Robson Miranda por serem um

apoio incondicional durante a minha estadia em Ponta Grossa.

A Universidade Estadual de Ponta Grossa e ao Programa de Pés-Graduacio em
Quimica Aplicada pela oportunidade de realizagédo deste projeto.

Ao orgdo financiador do projeto CAPES (Coordenacdo de Aperfeicoamento de
Pessoal de Nivel Superior) pela bolsa, ao grupo de pesquisa de cristalografia de
proteinas da UEPG e ao laboratorio de purificacdo de proteinas da UEPG pela
disponibilizacdo de equipamentos e reagentes e, finalmente, ao LNLS (Laboratoério

Nacional de Luz Sincrotron) e LNBio pelo apoio para uso de suas instalagdes.

Enfim, a todas as pessoas que colaboraram de forma direta ou indireta para que

este trabalho fosse realizado, ofereco um enorme agradecimento.



RESUMO

A caracterizacdo estrutural de enzimas participantes de rotas metabdlicas em
organismos patogénicos ou de géneros similares pode ajudar no planejamento de
inibidores. Assim, o presente trabalho teve como objetivo caraterizar as estruturas
tridimensionais de Acil-CoA Tioesterase 6 humana, Alcool Desidrogenase de
Naegleria gruberi e Gliceraldeido-3-Fosfato Desidrogenase de Paracoccidioides
lutzii. Ressalte-se que a primeira participa na regulacdo metabdlica de lipidios nos
humanos, a segunda participa da via de fermentacdo alcodlica do protozoario
Naegleria gruberi e a terceira participa da via glicolitica de Paracoccidioides lutzii.
Para a Acil-CoA Tioesterase 6 e a Alcool Desidrogenase foram feitos alguns testes
de expressao e modelagens por homologia de suas estruturas. A Gliceraldeido-3-
Fosfato Desidrogenase teve a sua estrutura resolvida experimentalmente por
Cristalografia de Raios X a 2,02 A de resolucéo, que foi depositada no PDB sob
coédigo 8DES. Esta é a unica GAPDH que possui o trecho hidrofiico HSSSNN
(residuos 61-66), que apresenta uma rede de ligagcbes de hidrogénio que
possivelmente repercute na conformacdo do motivo hairpin no final deste trecho.
Assim, especula-se que essa caracteristica poderia auxiliar o desenho diferencial de
inibidores. Além disso, a estrutura foi co-cristalizada com o seu cofator NAD*, com
um ion sulfato e com acido D-galactbnico. Quanto ao Ultimo, esta € a primeira
GAPDH a apresenta-lo e especula-se se ndo proveio da propria acdo da GAPDH.
Finalmente, comparacdes estruturais indicaram que ele se encontra no novo sitio Pi
enquanto que o ion sulfato esta no sitio Ps. Utilizou-se ainda a estrutura para fazer
consideracdes sobre as diferencas encontradas em relacdo a enzima humana

correspondente.

Palavras-chave: Acil-CoA Tioesterase 6 humana, Alcool Desidrogenase de
Naegleria Gruberi, Gliceraldeido-3-Fosfato Desidrogenase de Paracoccidioides lutzii,

acido D-galacténico, Paracoccidioidomicose.



ABSTRACT

The structural characterization of enzymes participating in metabolic pathways in
pathogenic organisms or of similar genera can help the design of inhibitors. Thus, the
present work aimed to characterize the three dimensional structures of human Acyl-
CoA Thioesterase 6, Alcohol Dehydrogenase from Naegleria gruberi and
Glyceraldehyde-3-Phosphate Dehydrogenase from Paracoccidioides lutzii. It should
be noted that the first participates in the metabolic regulation of lipids in humans, the
second patrticipates in the alcoholic fermentation pathway of the protozoan Naegleria
gruberi and the third participates in the glycolytic pathway of Paracoccidioides lutzii.
For both Acyl-CoA Thioesterase 6 and Alcohol Dehydrogenase some expression
tests were carried out and their structures were modeled by homology.
Glyceraldehyde-3-Phosphate Dehydrogenase had its structure solved experimentally
by X-Ray Crystallography at 2.02 A resolution, which was deposited in the PDB with
code 8DES5. This is the only GAPDH that has the hydrophilic stretch HSSSNN
(residues 61-66), which presents a hydrogen bond network which possibly affects the
hairpin motif conformation at the end of this stretch. Thus, this feature might assist
the differential design of inhibitors. Furthermore, the structure was co-crystallized with
its cofactor NAD*, with a sulfate ion and with D-galactonic acid. It is the first GAPDH
to present a D-galactonic acid and it is speculated if this ligand came from the action
of enzyme itself. Finally, structural comparisons indicated that D-galactonic acid is in
the new Pi site and the sulfate ion is in the Ps site. The structure was also used to
make considerations about differences to the corresponding human enzyme.

Keywords: Human Acyl-CoA Thioesterase 6, Alcohol Dehydrogenase from
Naegleria gruberi, Glyceraldehyde-3-Phosphate Dehydrogenase from

Paracoccidioides lutzii, D-galactonic acid, Paracoccidioidomycosis.



Figura 1
Figura 2
Figura 3
Figura 4
Figura 5
Figura 6

Figura 7
Figura 8
Figura 9
Figura 10
Figura 11
Figura 12
Figura 13
Figura 14
Figura 15

Figura 16

Figura 17

Figura 18

Figura 19

Figura 20

Figura 21

LISTA DE FIGURAS

Estrutura Quimica da Coenzima A..........ccccee e 22
Esquema geral de reacéo catalisada por Acil-CoA Tioesterase. ...... 23
Algumas ACOTs depésitadas N0 PDB.............ccceviiiiiiviiceiiicee e, 24
Inibidores associados a B-0XidaGa0. .............uuuuummiimiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiees 25
Acil-CoA Tioesterase 6 no metabolismo humano. .............cccccevvennes 27
Expert pool crystallizability class estabelecido no servidor
XtalPred para HSACOTG. .....coovviiiiiiiiiiiiiiieeieeeeeeeeeeeeeeeeeee e 33
Gréfico de Ramachandran para o melhor modelo da
enzima HsSACOT®6 produzido pelo Modeller. .........ccccooeeeeeviveiiinnnnnnn. 35
Estrutura da enzima HSACOT®6 obtida por modelagem por homologia
L0 TN 1Y [0 To (=1 =7 36
Alinhamento da sequéncia de aminoacidos das enzimas HsSACOT2
(PDB ID: 3HLK) e HSACOT4 (PDB ID: 3K2l) com HSACOTSE.......... 37
Células de Naegleria gruberi.........ccccoviiiiiiiiiiiiieeee e 40
Formas de Naegleria gruberi..........ccoooooeiii 40

Esquema geral de reacéo catalisada por Alcool Desidrogenase. .....41
ADHs depositadas no PDB e usadas neste trabalho......................... 43
Esquema da via de fermentacéo alcodlica de Naegleria gruberi ...... 44
INIbDIdOres CoNtra @ MAP .........uuiiiiiiiiiiii e 45
Expert pool crystallizability class estabelecido no servidor  XtalPred
PAra NGADH. ... 48
Eletroforegrama SDS-PAGE 12% referente ao teste de  expressao

a 37 °C com 4 h de inducéo e 0,5 mmol L de IPTG para a enzima

oY 0] TR 49
Grafico de Ramachandran para o melhor modelo da enzima
NQADH produzido Pelo .........ooovviiiiiiee e, 51
Estrutura da enzima NgADH produzida por modelagem por
homologia No Modeller.............oooiiiii e, 52
Ligacdes de hidrogénio do ligante NAP com os residuos do
melhor modelo da enzima NQADH. ...........cooiiiiiiiiiin e, 54

Ligacdes de hidrogénio do ligante ATR com os residuos do melhor



Figura 22
Figura 23
Figura 24
Figura 25
Figura 26
Figura 27
Figura 28
Figura 29
Figura 30

Figura 31

Figura 32

Figura 33

Figura 34

Figura 35

Figura 36

Figura 37

Figura 38

Figura 39

Figura 40
Figura 41

modelo da enzima NQADH............ccooiiiiiii e 56

Alinhamento da sequéncia de aminoacidos das enzimas TtADH
(PDB ID: 6C75) e GtADH (PDB ID: 3ZDR) com NgADH. ................ 58
ParacoccCidioides IULZIl . .......coevvveiiiieeicceeecc e 60
Inibidores contra PCM.........cooiiiiiiiiiii e 63
Esquema geral de reacdo catalisada por Gliceraldeido-3-fosfato
desidrogenase GAPDH. ........ccoooi i 64
GAPDHs depositadas no PDB e usadas neste trabalho.................. 65
InteracBes metabdlicas na fase de micélio de P. lutzii. .................... 67

Interacdes metabdlicas na transicdo de micélio para levedura de P.

U 74 TR 68
Interacdes metabdlicas na fase de levedura de P. lutzii. ................. 68
InteracBes metabdlicas gerais de P. [UtZii. ........cccoooeeeiiiiiiiiiiiinnnnen, 70

Expert pool crystallizability class estabelecido no servidor XtalPred
PAra PIGAPDH ... 78
Eletroforegrama SDS-PAGE 12% referente ao teste de expressao a
37 °C com 16 h de inducéo e 0,5 mmol L de IPTG para a enzima
PIGAPDH. ...ttt 79
Eletroforegrama SDS-PAGE 12% referente ao teste de expressdo a
37 °C com 22 h de autoinduc&o com lactose. ........cccceeveeeeveeeeivnnnnnnn. 79
da
PIGAPDH por cromatografia de afinidade. (B) Eletroforegrama SDS-

(A) Cromatograma das fracfes eluidas durante a purificacao

PAGE 12% das fragdes da cromatografia por afinidade.................. 80
Cristais obtidos nos ensaios iniciais de cristalizacao. ...................... 82
Cristais obtidos nos experimentos de cristalizag&o............ccccvuueenn. 84

Cristais de PIGAPDH obtidos nos experimentos de co-cristalizacéo.

......................................................................................................... 85
Cristais de PIGAPDH obtidos nos experimentos de co-cristalizacao
NO LNBIO .. 87
Alinhamento da sequéncia de aminoacidos da enzima PIGAPDH
com a da proteina mais similar disponivel no PDB (CaGAPDH). ....91
Grafico de Ramachandran da estrutura da PIGAPDH. .................... 92
Residuo modelado na densidade eletrénica (1 o) na regido nao

[0 L= 14111 - VSRR 93



Figura 42

Figura 43
Figura 44

Figura 45
Figura 46
Figura 47
Figura 48
Figura 49
Figura 50
Figura 51
Figura 52

Figura 53

Figura 54

Figura 55
Figura 56

Qualidade do ajuste na densidade eletronica (RSCC em azul e RSR
em vermelno) POr reSidUO. ..........ccoiiiiiiiiiiiiiiieeee e 94
Estrutura tridimensional da PIGAPDH e sua topologia .................... 95
Alinhamento da sequéncia de aminoacidos de PIGAPDH (Plut) com

as de outras GAPDHS.........uiiiiieceeee e 97
Modelos de superficie de PIGAPDH ...........cccoooiiiiiiiiiiiiiiii e, 98
LigacOes de hidrogénio do ion sulfato..........ccccceeevviveiiiiiiiiieeeeceeeenns 99
LigacOes de hidrogénio do cofator NAD™ ..........cccovvviiiiiiiiieeeeeeennns 100
LigacBes de hidrogénio do acido D-galactonico (GAA).................. 101
Variabilidade sequencial de GAPDH.............c.cccuviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieees 102
Trecho hidrofilico de PIGAPDH..............ccccvviiiiiiiiiiiiiiiannens 104
Superposicéo entre PIGAPDH e E. coli PDB ID 7C5M................... 105
Densidade eletronica (verde) indicando existéncia de um ligante
(GAA). e e 106
Densidade eletrénica (azul) do ligante acido derivado de hexose
(7Y I (0 )0 ) TSP 106
Esquema geral de oxidagcao de Galactose...........ccccevvvviiiieeeereeennnns 107
Uma hipo6tese de fonte do GAA na estrutura de PIGADPH............ 108

Superposigao entre PIGAPDH e PDB IDs: 3CIF de Cryptosporidium

parvum e 5JYA de Streptococcus agalactiae.............cccceeeeeeeeeeennn, 109



Tabela 1

Tabela 2

Tabela 3
Tabela 4
Tabela 5
Tabela 6
Tabela 7
Tabela 8

LISTA DE TABELAS

Dados das proteinas homodlogas a enzima HSACOTG6 obtidos a partir

de alinhamentos com €la ............ooovvviiiiii i 34
Dados das proteinas homodlogas a enzima NgADH obtidos a partir de

alinhamentos COM €la ........coovviiiiiiiii 50
Condicdes em que se obtiveram CriStalS. ........cooveeeevveeiiiiiiiinieeeeeeeeeinns 82
Condicdes em que se obtiveram cristais da PIGAPDH. ..................... 84
Condicdes em que se obtiveram cristais da PIGAPDH. ..................... 85
Condicdes em que se obtiveram CriStalS. ........ccovveeeevveeiiiiiiinieeeereeenenns 86
Estatisticas da coleta de dados e refinamento............cccccvvvvviiennnnnnnn. 90
Valores de RSCC e RSR da PIGAPDH..........cccovviiiiiiiiie e, 93



1,3-PGA
ABCD3

Acil-PTAs
ACOT
ACOT5
ACOT8
ACOT12
ADH

ATR
GtADH
TtADH
AMACR
AmB

ATP

BATS
BLAST
BmGAPDH
CDC
CNPEM

CoA
CoASH

CRAT

CROT

DMN-CoA
DO
DOPE

G3P

LISTA DE SIGLAS

Acido 1,3-bifosfoglicerilico

Membro 3 da subfamilia D do cassete de ligacéo Trifosfato de

Adenosina
Proteinas Transportadoras de Acilo

Acil-CoA tioesterase
Acil-CoA Tioesterase 5
Acil-CoA Tioesterase 8
Acil-CoA Tioesterase 12
Alcool Desidrogenase

2'-Monofosfoadenosina-5'-Difosfato

Alcool Desidrogenase de Geobacillus thermoglucosidasius

Alcool Desidrogenase deThermococcus thioreducens

a-metilacil-CoA racemasa

Anfotericina B

Trifosfato de adenosina

Blast Automatic Targeting for Structures

Basic Local Alignment Search Tool

GAPDH de Brugia malayi

Controle e a Prevencédo de Doencgas

Centro Nacional de Pesquisa em Energia e Materiais

Coenzima A

Acidos graxos e coenzima A
Carnitina acetiltransferase

Carnitina octanoiltransferase

Dimetilnonanoil-CoA
Densidade Optica
Discrete Optimized Protein Energy

Gliceraldeido-3-fosfato



GAPDH
HsSACOT6
IPTG
LNBio

LA

LB

LNLS
MAP
NAD*
NADH
NADP*
NCBI
NgADH
PCM
PDB

PIGAPDH

PPARa
PTA

RSCC

RSR

RMSD
SDS-PAGE
TAG

TE

tRNA

Gliceraldeido-3-Fosfato Desidrogenase

Acil-CoA Tioesterase 6 de Homo sapiens

Isopropil B-d-1-tiogalactopirandsido

Laboratério Nacional de Biociéncias

Luria-Bertani mais agar como meio sélido

Luaria-Bertani

Laboratorio Nacional de Luz Sincrotron
Meningoencefalite Amebiana Primaria
B-1,4-nicotinamida adeninodinucleotideo - forma oxidada
B-1,4-nicotinamida adeninodinucleotideo - forma reduzida
B-1,4-nicotinamida adeninodinucleotideo fosfato

National Center of Biotechnology Information

Alcool Desidrogenase de Naegleria gruberi
Paracoccidioidomicose

Protein Data Bank

Gliceraldeido-3-Fosfato Desidrogenase de Paracoccidioides
lutzii

Proliferador de peroxissoma

Proteinas Transportadoras de Acilo

Valor coeficiente de correlagdo no espago real
Valor residual no espaco real

Desvio Quadratico Médio das Distancias
Eletroforese em gel de poliacrilamida
Triglicerideos

Tioesterase

ARN de transferéncia



SUMARIO

INTRODUGAQO GERAL ..ottt 17

OBUJETIVO GERAL ... 21

CAPITULO 1 - ACIL-COA TIOESTERASE 6 DE Homo sapiens (HSACOTS)...22

11
111

1.1.2
1.2
1.3
13.1

1311
1.3.1.2
1.3.1.3
1.3.2
1321
1.3.2.2
1.4
14.1
1411
14.1.2
1.4.2
1421
1.4.2.2
15

INTRODUGAO ..ottt sre e steaneas 22
Acil-CoA Tioesterases; ASPECtOS GEralS..........uuuuieiiiiieieeieeeeeeeeieeeeenennnnns 22
Acil-CoA Tioesterase 6 de HOMO SAPIENS .......ccoeeveeieeeiiiiieeeeeeeeeeeeee e 26
OBJETIVOS ESPECIFICOS .....ciiiiiiieiiieieie e 28
MATERIAIS E METODOS........ooiiiiiiiieieieeieesie et 28
Procedimentos EXPerimentaiS.........coouuuuiiiiiiieeieeeeeeie e 28
Obtencéo de clones contendo o gene da enzima HSACOTG .................. 28
Transformacéo de bactérias tratadas por quimiocompeténcia................ 29
EXPIrESSE0 ..o 30
Procedimentos COMPULACIONAIS .........coeeeeeeeeeieeeeee e 31
Modelagem por Homologia com Modeller.............coveeiiiiiiiiiiiiiiieeee 31
Analise do modelo gerado por homologia com Modeller......................... 32
RESULTADOS E DISCUSSAO.........ccoiiiirieieieiisieieiee s 32
Procedimentos EXPeriMmentaiS.........cooovveeeiiieeiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 32
Planejamento do vetor de eXPreSSa0 .......ccoveeeeeviieeiiiiiiieee e 32
0] (=115 Lo LR 33
Procedimentos COMPULACIONAIS .........ccoeveeieeieeeeeeeeee e 33
Modelagem por Homologia com Modeller ... 33
Andlise do modelo gerado por homologia com Modeller......................... 34
CONCLUSOES ...ttt 38

CAPITULO 2 - ALCOOL DESIDROGENASE DE Naegleria gruberi (NgADH) ..39

2.1

211

2.1.2

2121

INTRODUGAO ...ttt 39
Meningoencefalite Amebiana Primaria e a Naegleria gruberi:  Aspectos
=T - 11 U 39
Alcool Desidrogenases: ASPEctoS GEIaS ..........ccovevvevveerereeereeeeeeeeeeeenns 41

Alcool Desidrogenase de Naegleria gruberi............cccoveeveeeeieieeveecreenn 43



2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS .....ocuiiiieiieieieeieiee et 46
2.3 MATERIAIS E METODOS......ccueiiiiiee ettt 46
2.3.1 Procedimentos EXPerimentaiS.........cccvvvviuiuiiiiiiie e e e 46
23.1.1 Obtencéo de clones contendo o gene da enzima NgQADH ..................... 46
2.3.1.2 Transformacéo de bactérias tratadas por quimiocompeténcia............... 46
2.3.1.3 EXPrESSE0 ..o 46
2.3.2 Procedimentos COMPULACIONAIS .........coeveeeeeeeeeeeeeee e a7
2.3.2.1 Modelagem por Homologia com Modeller.............ooovvviiiiiiiieeieeeeiin, a7
2.3.2.2 Analise do modelo gerado por homologia com Modeller........................ a7
2.4 RESULTADOS E DISCUSSAO..... .o 47
241 Procedimentos EXPerimentaiS..........coovvveeieieiee e a7
24.1.1 Planejamento do vetor de eXPreSSA0 ..........cevveeeeeveeeeeiiiiiieeeeeeeeeeeniinn a7
24.1.2 EXPIESSA0 ..ivviiiiiiiiiie et 48
242 Procedimentos COMPULACIONAIS ..........ooeeeeeeeeeeeeeeeee e 49
2421 Modelagem por Homologia com Modeller ..., 49
2.4.2.2 Analise do modelo gerado por homologia com Modeller........................ 50
2.5 CONCLUSOES ...t 59
CAPITULO 3 - GLICERALDEIDO-3-FOSFATO DESIDROGENASE DE
Paracoccidioides lutzii (PIGAPDH)........cccciiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeee e 60

3.1 INTRODUGAO ...t 60
3.1.1 Paracoccidioidomicose e Paracoccidioides lutzii: Aspectos Gerais........ 60
3.1.2 Gliceraldeido-3-fosfato desidrogenases: Aspectos Gerais...................... 64
3.1.2.1 Gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase de Paracoccidioides lutzii......... 66
3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS .....oviiveieceeceeeee e 71
3.3 MATERIAIS E METODOS.......oeiieeeeee et ee e 71
3.3.1 Procedimentos EXPeriMmentaiS.........ccoovveeeieiiiei e 71
3.3.1.1 Planejamento do vetor de expressao da enzima PIGAPDH.................... 71
3.3.1.2 Transformacédo de bactérias tratadas por quimiocompeténcia............... 72
3.3.1.3 EXPIESSA0 . cvviiiiiiiiii et 72
3.3.14 Purificacdo por cromatografia de afinidade ............ccccvveiiiieieeeeeeeiiiinnnnn. 72
3.3.1.5 Cristalizacao da PIGAPDH ..o 73
3.3.1.6 Coleta de dados ......coooiiiieeiii e 74



3.3.2 Procedimentos COMPULACIONAIS ..........coeeeeeeeieeeeeee e 75
3.3.2.1 Determinacéo da estrutura por difragcao de raios X .........ccccoeeeeeeeeeeeeennn. 75
3.3.2.1.1 Processamento das IMAGENS ........coeeeieieeiieeieee e 75
3.3.2.1.2 Faseamento inicial por substituicdo molecular ..............ccccceeeiiiiiinnnnn. 75
3.3.2.1.3 Modelagem € refln@amento..........cccceeeiiiieiiiiiiii e 75
3.3.2.1.4 Validacdo do modelo final ............ccooeiiiiiiiiiiiiii e, 76
3.3.2.2 Andlises e comparac0es eStTULUTAIS..........ceevvruuiiiiieeeee e e e e eeeeaens 76
3.3.2.2.1 Topologia da Estrutura da PIGAPDH ... 76
3.3.2.2.2 Alinhamento das sequéncias de aminoacidos e analises da conservacgao
de residuos e de contatos das proteinas com os ligantes acido D-
galacténico, cofator NAD* e ion sulfato............ccoeeeeeeei 76
3.3.2.2.3 Andlises e comparacdes dos sitios Ps, Pi, novo Pi e GAA entre
estruturas de proteinas homaologas...........cccceeeiieeiiiiiiiiii e, 77
3.4 RESULTADOS E DISCUSSAO..... .o 77
3.4.1 Procedimentos EXPerimentaiS..........ccovvvuuiiiiiiiiiieeeeeeece e 77
34.1.1 Planejamento do vetor de expressao da enzima PIGAPDH................... 77
3.4.1.2 EXPIre@SS80 ..o 78
3.4.1.3 Purificacdo por cromatografia de afinidade ..............oovvveiiiiieeeeeeeeiiiinnnnn. 80
3.4.1.4 Cristalizacdo da PIGAPDH ............ooiiiiiiiic e 81
3.4.2 Procedimentos COmMpPUtaCiONaAIS..........cceevvuuiiiiiiieeeeeeeee e 88
3.4.2.1 Determinacédo da estrutura por difracao de raios X .......cccoeeeeevvvvieninnnnnnn. 88
3.4.2.1.1 Coleta de dados e Processamento das imagens ...........cccceeeeeeeevevvvnnnnnn. 88
3.4.2.1.2 Faseamento inicial por substituicdo molecular ...............cccoeeeeiiriviinnnnnnn.. 91
3.4.2.1.3 Modelagem € refinamento............oooeeiiiiiiiii e 91
3.4.2.1.4 Validagdo do modelo final ... 92
3.4.2.2 Analises e comparagOes EStrUIUMAIS ..........uuuuuuueiiriiiiiiiiiiiiiiiiiaeiiiieiaeeaenes 94
3.4.2.2.1 Estrutura da PIGAPDH e Topologia ..........cooeiiiiiiiiieiiiiie e 94
3.4.2.2.2 Alinhamento de sequéncias de aminoacidos e analise da conservagao
de residuos e contatos de proteinas com os ligantes acido D-
galactonico, cofator NAD* e ion sulfato.............cccoovviviiiiiiii e, 96
3.4.2.2.3 Andlises e comparacdes entre estruturas de proteinas homologas dos
sitios: Ps, Pi, novo Pi, GAA de PIGAPDH ........ccooooiiiiiiiieeeeee 104
3.5 CONCLUSOES ..ottt 110

PERSPECTIVAS . ... 111



REFERENCIAS



17

INTRODUCAO GERAL

As proteinas podem ser definidas como polimeros de L-aminoacidos que
representam unidades funcionais basicas e estruturais que se encontram em todas
as formas de vida.

Nas proteinas, os aminoacidos sucessivos estdo covalentemente ligados
entre si num arranjo amino terminal a carboxi terminal através de ligagbes amida
substituidas, chamadas ligacfes peptidicas. Cada molécula de proteina é composta
por uma sequéncia exata de aminoacidos dispostos de maneira linear, com cadeias
laterais diversificadas que distinguem cada aminoacido, derivada da combinacéo de
20 L-aminoacidos distintos. As moléculas de proteina tém a propriedade de adquirir
uma conformacédo tridimensional prépria e podem ter muitas modificacbes pos-
traducionais, que contribuem para o tamanho, carga e funcdo da proteina madura
(ROSENBERG, 2005).

Assim, as proteinas tém inumeras funcbes no organismo; de fato, séo
provavelmente as biomoléculas mais versateis, como enzimas que catalisam quase
todas as reacfes bioquimicas, como horménios que medeiam a comunicacao entre
células, como proteinas de transporte, ja que transferem pequenas moléculas, como
anticorpos, que fazem parte do sistema imunolégico, e como proteinas estruturais,
que constroem tecidos como 0ssos, musculos e cabelos (VON DER SAAL, 2020).

Essa pluralidade funcional das proteinas é derivada da ordem na qual os
diferentes L-aminoacidos estdo conectados, ou seja, pela chamada estrutura
primaria de uma proteina, que é um arranjo linear de aminoacidos numa sequéncia
definida. A chamada estrutura secundaria esta associada a relacdo estérica local
entre os residuos de aminoacidos. Ja a estrutura terciaria é a relagdo estérica de
residuos de aminoacidos colocados a distancia numa cadeia polipeptidica.
Finalmente, a chamada estrutura quaternaria € o arranjo tridimensional de duas ou
mais cadeias polipeptidicas dobradas. Assim, esses niveis organizacionais podem
ter consonancia e fazer algumas interferéncias, de acordo com a estrutura
tridimensional adotada com base na estrutura primaria (GUPTA, 2019).

A funcdo de uma proteina é determinada por sua estrutura tridimensional. A
cristalografia de proteinas é utilizada como a principal abordagem da biofisica para

pesquisar a estrutura e funcdo das proteinas, desvelando suas estruturas
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tridimensionais; a partir destas informacdes, € possivel avancgos, por exemplo, na
medicina molecular, onde uma proteina associada a uma doenca especifica pode
ser considerada como um alvo terapéutico; deste modo, o estudo das posicdes de
cada um de seus atomos e de suas interacdes e ligacdes ajuda a compreender
profundamente sua funcdo nas células, tecidos ou no corpo, e também como a
proteina-alvo interage com um medicamento. Portanto, torna-se possivel encontrar
novos medicamentos ou entender a maneira de agir de medicamentos conhecidos e
incrementar sua eficacia.

Até o presente momento, ndo ha publicacbes da determinagcdo experimental
das estruturas tridimensionais da Acil-CoA Tioesterase 6 de Homo sapiens, que
serd denominada aqui como HsACOT6, Alcool Desidrogenase de Naegleria
gruberi, que serd denominada NgADH, e Gliceraldeido-3-Fosfato Desidrogenase
de Paracoccidioides lutzii, que sera denominada PIGAPDH. Nesse sentido,
estudos destas proteinas por Cristalografia de Raios X podem se tornar relevantes
ao caracterizar experimentalmente suas estruturas tridimensionais, mesmo que
estas proteinas possuam bastantes diferencas e sejam de diferentes organismos. Os
genes codificantes destas proteinas ja estavam disponiveis no laboratério e
correspondem a projetos ali conduzidos, a saber, proteinas humanas em geral,
proteinas do organismo modelo N. gruberi e GAPDHs de patdégenos,
respectivamente. Iniciando-se com 3 genes distintos ha a possibilidade maior de que
ao menos um deles possa ser produzido em boa quantidade e cristalize, provendo
dados para avancar nas metodologias de determinacéo de estrutura 3D.

Modelos macromoleculares sdo usados na criagdo de vacinas e desenho
moderno de medicamentos, quando as estruturas das proteinas sdo conhecidas
mediante Cristalografia de Raios X. Essas estruturas também ajudam a entender
como as maquinas moleculares funcionam e ilustram a base molecular da disfungéo
em doencas. Esta técnica ndo € suficientemente avancada para descrever o
comportamento biolégico dessas estruturas, portanto, € necessario apoiar esses
dados experimentais com métodos biofisicos experimentais (FORSTER; SCHULZE-
BRIESE, 2019; STUBBS, 2006).

As trés enzimas sao interessantes do ponto de vista da medicina molecular.
A primeira, HSACOT®6, de acordo com HUNT et al. (2006), € uma das tioesterases
gue formam um grupo de enzimas que catalisa a hidrélise de acil-CoAs para liberar

acidos graxos e a coenzima A (CoASH). Consequentemente, ela tem o potencial de
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regular os niveis intracelulares de acil-CoAs, acidos graxos livres e CoASH; além
disso, também pode estar envolvida na regulacdo metabdlica de lipidios que
provocam desordens peroxissomais, tudo isto associado a doencas crénicas, como
doenca arterial coronariana, aterosclerose, dislipidemia, obesidade e diabetes.

A segunda, NgADH, é uma enzima relacionada a via de fermentacao
alcoodlica do protozoario Naegleria gruberi que ndo é patogénico, ao contrario da
espécie correlacionada, Naegleria fowleri, que causa a doenca Meningoencefalite
Amebiana Primaria (MAP) que em geral é fatal em humanos. Estudos efetuados com
a enzima NgADH sé&o de relevancia jA que se pode utilizar a estrutura dela como
base para a enzima homologa do protozoario patogénico N. fowleri, 0 que pode
permitir estudos futuros de medicina molecular para tratamentos da doenca MAP.

Finalmente, a terceira enzima, PIGAPDH, faz parte da via glicolitica do fungo
dimérfico Paracoccidioides lutzii, que causa a doenca Paracoccidioidomicose (PCM);
esta enzima converte gliceraldeido-3-fosfato (G3P) em acido 1,3-bifosfoglicerilico
(1,3-PGA), que acontece no citoplasma das células do fungo.

Neste contexto, o objetivo deste trabalho é caracterizar as enzimas Acil-coa
Tioesterase 6 humana, Alcool Desidrogenase de Naegleria Gruberi e Gliceraldeido-
3-Fosfato Desidrogenase de Paracoccidioides lutzii e empregando-se técnicas e
métodos da biologia estrutural.

Atualmente, no mundo todo cresce a demanda pelo conhecimento de
estruturas proteicas em nivel molecular. O presente trabalho compreende a
modelagem por homologia da estruturas tridimensionais das enzimas Acil-CoA
Tioesterase 6 de Homo sapiens e Alcool Desidrogenase de Naegleria Gruberi.
Ademais, a elucidacdo experimental da estrutura tridimensional da enzima
Gliceraldeido-3-Fosfato Desidrogenase de Paracoccidioides lutzii.

Para melhor organizacdo desta dissertacéo, ela foi dividida em 3 capitulos,
tal que cada um deles compreende uma introducéo, objetivos especificos, resultados
e discussoOes e conclusdes referentes a uma das enzimas estudadas.

Nos capitulos 1 e 2 séo descritos os estudos da Acil-CoA Tioesterase 6
Homo sapiens e Alcool Desidrogenase de Naegleria Gruberi, que abrangem o
desenvolvimento de protocolo de expressdo e modelagem por homologia da
estrutura, respectivamente.

No capitulo 3 € descrito o estudo da Gliceraldeido-3-Fosfato Desidrogenase
de Paracoccidioides lutzii, que compreende o desenvolvimento de protocolo de
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expressado, purificacdo, cristalizacdo, determinacdo da estrutura tridimensional e
analises estruturais gerais e comparativas com varias GAPDHs de diferentes
espécies.
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OBJETIVO GERAL

Caracterizar estruturalmente as enzimas HsACOT6, NgADH e PIGAPDH, no
caso das duas ultimas, para fomentar buscas posteriores de inibidores diferenciais a
fim de prejudicar o metabolismo dos patdégenos envolvidos nas doencas
Meningoencefalite Amebiana Priméaria e Paracoccidioidomicose, respectivamente.
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CAPITULO 1 - ACIL-COA TIOESTERASE 6 DE Homo sapiens (HsACOTG6)

“A vida ndo é facil para ninguém. Mas... O que importa? E necessario preservar e, acima de
tudo, confiar em nos préprios. Temos de sentir que somos dotados para realizar uma determinada

coisa e que temos de a alcanc¢a-la, custe o que custar!”

Maria Salomea Skiodowska-Curie

Prémio Nobel em Quimica em 1911

1.1 INTRODUCAO

1.1.1 Acil-CoA Tioesterases; Aspectos Gerais

A Coenzima A (CoA) encontra-se nas células como CoA livre ou na forma de
seu tioéster, acil-S-CoA. O grupo sulfidrila da coenzima é o sitio funcional que
providencia as propriedades quimicas/enzimaticas Unicas. Em todas as reacfes de
que participa, CoA serve para ativar grupos carboxila na forma de um tioéster acil-
CoA derivado (R—CO-S-CoA) (LANE, 2013). Nesta forma, o grupo acila tem
propriedades energéticas e mecanicistas favoraveis;, sua estrutura pode ser

observada na Figura 1.

Figura 1 - Estrutura Quimica da Coenzima A

4'-Fosfopanteteina

| 0—P—=0

o] o]
Y P P .
T \/\N N
Grupo Sulfidrila
Critico
Legenda: Estrutura da Acil-S-CoA com suas partes: Grupo Sulfidrila Critico, Acido Pantoténico e 4'-
Fosfopanteteina.

Fonte: O autor.
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Energeticamente, os tioésteres de CoA tém alto potencial de transferéncia
(ou seja, uma alta variacdo negativa de energia livre associada a quebra da ligacéo
C-S do tioéster), o que facilita a conducdo da reacdo de transferéncia de acila na
qual participa até sua conclusdo. Mecanicamente, a quimica dos tioésteres de CoA
facilita as reacbes no carbono carbonilico (-CH2-*CO-S—CoA) ou no atomo de
carbono o adjacente (—*CH2—-CO-S—CoA).

Estima-se que a maioria das Acil-CoA tioesterases (E.C. 3.1.2.2) executam
uma vasta gama de importantes funcdes bioldgicas e estdo presentes em todas as
células vivas, catalisando a clivagem das ligacdes tioéster que se encontram em
diversos substratos celulares (SWARBRICK et al., 2020).

Assim, as Acil-CoA tioesterases tém funcdes de ativacao e desativacao de
acidos graxos, e inclusive catalisam a hidrélise de tioésteres da CoA, obtendo

moléculas de acido livre mais CoASH (Figura 2).

Figura 2 - Esquema geral de reacéo catalisada por Acil-CoA Tioesterase.

0O O
I I

AMAIIANAAN C-§-CoA + H)O = A VVVV C-O + CoASH + H*

Legenda: Acil-CoA tioesterase catalisando a hidrolise de tioéster de CoA.
Fonte: (HUNT; ALEXSON, 2008)

As familias de tioesterase (TE)TE1-13 e TE24-25 sao ativas contra ligacfes
sulfidrila dentro de acil-CoAs graxos, ja a TE14-19 tem enzimas que clivam ligacdes
entre proteinas transportadoras de Acil-PTAs (Proteinas Transportadoras de Acilo),
TE20 e TE21 s&o hidrolases de proteina-acil e TE22-23 sao glutationa-acil
hidrolases. Estruturalmente, essas familias compartilham enovelamento e estados
de oligomerizacdo comuns, que reunem configuragfes de sitio ativo necessarias,
porém, muitas vezes variadas (SWARBRICK et al., 2020).

As familias TE4-15 e TE24-25 possuem um dominio de enovelamento de
forma hotdog (CANTU; CHEN; REILLY, 2010), com dominios simples ou duplos
dentro de sua estrutura primaria que se autoassociam para formar complexos de
ordem superior. Essas tioesterases de dominio hotdog sdo encontradas tanto em

procariontes quanto em eucariontes. Algumas estruturas sédo apresentadas na



24

Figura 3.

Figura 3 - Algumas ACOTs depésitadas no PDB.

ACOT7/ ACOT12

Legenda: Acil-CoA tioesterases depositadas no PDB. A. ACOT2 - PDB ID: 3HLK, B. ACOT4 - PDB
ID: 3K2l, C. ACOT7 - PDB ID: 2QQ2, D. ACOT12 - PDB ID: 3B7K todas de Homo sapiens. Figura

criada com Chimera X.

Fonte: O autor.

As Acil-CoA tioesterases podem desativar 0os acidos graxos e 0s ésteres de
CoA nas células, estes substratos iniciais e intermediarios em diversas vias
metabdlicas celulares, afetando a homeostase, a quantidade de glicose e sua funcéo
na mitocondria e algumas funcdes do peroxissoma, como a degradacéo parcial de
varios &cidos (di) carboxilicos via B-oxidacdo. Como consequéncias destes
processos podem-se resultar a supernutricdo e a obesidade (ANDERSON; STAHL,
2013; COHEN, 2013; COOPER et al., 2015; HUNT; SIPONEN; ALEXSON, 2012).

Assim, contempla-se a relevancia da atividade das enzimas Acil-CoA
tioesterases nestes diversos processos do metabolismo, em que atuam como
agentes intermediarios na degradacao e sintese de 4cidos graxos. Do mesmo modo,

cumprem papeéis em outros processos, como: direcionamento e localizacdo de
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proteinas, transducdo de sinal e efeitos reguladores sobre enzimas (HUNT,;
ALEXSON, 2002).

Alguns inibidores de proteinas associadas a p-oxidacdo de lipideos, que
envolve as ACOTs, foram determinados, sendo os analogos terminais de &cido
graxo, como o Acido 6,6 dibromohex-5-enoico (DBDD), desenvolvidos como
inibidores competitivos e reversiveis. A introdu¢cdo de um grupo sulfatado como o
6,6-dibromo-N-metilsulfonil-hex-5-enamida (DDMS) no lugar do é&cido carboxilico
aumentou a meia-vida do inibidor in vivo, eliminando o potencial de degradacéo
rapida do inibidor via B-oxidagdo. O Acido octadec-17-indico (17-ODYA) emergiu
como o inibidor mais popular usado em estudos in vitro e in vivo (EDSON; RETTIE,
2013). Além disso, formamidoximas relacionadas a N'-(4-butil-2-metil-fenil)-N-hidroxi-
formamidina (HET0016) sdo uma classe mais recente de inibidores, os quais sao
mais potentes e seletivos do que os &cidos graxos substituidos terminalmente. O
HETO0016, que ndo se assemelha a substratos tipicos de acidos graxos, foi
descoberto por um programa de desenvolvimento de drogas em busca de inibidores
no tratamento da hipertensédo renal (MIYATA et al., 2001; SATO et al., 2001). As

estruturas destes inibidores s&o apresentadas na Figura 4.

Figura 4 - Inibidores associados a 3-oxidagéo.

A. 5 B. HL
Br 0
wﬁ‘ﬁ RN \
Br 7 - e 0
DBDD 17-0ODYA
C. D.
Br ) o] 0
YR S
7 T '
~p
Br 0 ‘
DDMS HET0016

Legenda: Inibidores de proteinas associados a 3-oxidacéo de lipideos.

Fonte: O autor.
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1.1.2 Acil-CoA Tioesterase 6 de Homo sapiens

A Acil-CoA Tioesterase 6 de Homo sapiens (HSACOT6) € uma enzima a/f
hidrolase localizada nos peroxissomos da célula que hidrolisa especificamente os
ésteres CoA dos acidos graxos ramificados com metila, como o acido fitdnico e o
acido pristanico.

Assim, ela tem um papel fundamental na hidrolise de 2R-pristanoil-CoA em
acido 2R-pristanico fundamental. na transferéncia dos acidos graxos ramificados que
saem do peroxissomo e chegam até as mitocdndrias, posteriormente acontece a
ativacdo do éster de CoA correspondente, sera esterificado em triacilgliceréis no
tecido adiposo branco ou opcionalmente, ser transportado ao figado ou rim para
metabolismo posterior (HUNT; ALEXSON, 2002; WESTIN; HUNT; ALEXSON, 2007).

J& no caso do acido fitanico, de acordo com Hunt; Alexson (2008), seu
precurssor fitol é ingerido na dieta a partir de produtos lacteos, mas os mamiferos
nao podem aproveitar o fitol diretamente, demandando entdo a conversao dele em
acido fitanico (que ocorre no intestino ou em outros tecidos dos seres humanos
como o figado) e, entdo, produzir os tioésteres deste acido.

No mesmo artigo, explicam que existem trés vias provaveis para o
metabolismo dos &cidos graxos ramificados com metila: i) a formacéo de ésteres de
carnitina, que podem ser transferidos até as mitocondrias para posterior oxidacao; ii)
conjugacao glicina/taurina por aciltransferases (por exemplo, conjugacdo de acidos
biliares e acidos graxos) para excre¢ao no sangue ou na bile; iii) ou possivelmente a
hidrélise dos &cidos livre pelas enzimas ACOTSs para a excrecao através da urina ou
o transporte até as mitocondrias.

O fitanoil-CoA ingressa aos peroxissomos através do transportador Membro
3 da subfamilia D do cassete de ligacdo Trifosfato de Adenosina (ATP) (ABCD3),
sua oxidacdo em pristanoil-CoA resulta na conversdao de um acido graxo ramificado
em 3-metil para um ramificado em 2-metil, considerando-o substrato para a (-
oxidacao. O pristanoil-CoA sofre varios ciclos na -oxidagéo, resultando na producéo
de dimetilnonanoil-CoA (DMN-Co0A), que pode ser esterificado em carnitina por
carnitina octanoiltransferase (CROT) ou alternativamente hidrolisado no acido livre
por ACOT8 ou ACOT5 e oxidado nas mitocondrias. Além disso, propionil-CoA e
acetil-CoA séo produzidos a partir da B-oxidagédo de &cidos graxos ramificados com

metil, que serdo substratos para carnitina acetiltransferase (CRAT) ou ACOT12
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(HUNT; ALEXSON, 2008).

Presumivelmente, o acetato/propionato peroxissémico se equilibrard com o
pool citosolico, enquanto a acetilcarnitina/propionilcarnitina sera transportada para as
mitocondrias para posterior oxidagcdo. HSACOT6 pode hidrolisar pristanoil-CoA e
fitanoil-CoA imediatamente no acido livre, concedendo sua saida dos peroxissomos
para o citosol, desta maneira podem ser reativados no éster CoA para a respectiva
esterificacdo em triglicerideos (TAG) (HUNT; ALEXSON, 2008).

No artigo de revisdo mencionado anteriormente, Hunt & Alexson (2008)
também explica que a enzima HSACOTG6 é ativa no tecido adiposo branco para
hidrolisar o isbmero 2R do pristilil-CoA em &cido pristanico, que pode ser exportado
ao figado para ser convertido no isdbmero 2S pela enzima a-metilacil-CoA racemasa
(AMACR) e finalmente ser B-oxidado. Os acidos pristanico e fitanico sdo ligantes
para o receptor alfa ativado por proliferador de peroxissoma (PPARa) portanto, a
enzima HSACOT6 também pode funcionar no suprimento de ligantes para esse

receptor nuclear, como observa-se nas seguintes vias ilustradas na Figura 5.

Figura 5 - Acil-CoA Tioesterase 6 no metabolismo humano.
Fitanoil-CoA CD3?

Fitanoil-CoA Acido Pristanico/Fitanico (para
a-oxidagéo ACOT6 sintese de TAG, ativagéo de

v / PPAR-a, o isdmero 2R para o
Grupo Metila AAA/\/\/\Q.{D{M figado ou rim)

-5
na posigao 2

Grupo Metila
na posigao 3

Pristanoil-CoA
Racemizagdo (AMACR)

Propionilcarnitina
B OXIdaQaO 3 CIC'OS) m/f AceI:iI-carnilina
Propionil-CoA
Acetil-CoA “‘\‘

peroxissomo DMN-CoA (C11) ACOTI: Propionato
Acetato
CROT ACOTS
ACOTS
DMN-Carnitina DMN Livre

Para mitocondria

Legenda: ACOT6 pode hidrolisar pristanoil-CoA e fitanoil-CoA diretamente ao &cido livre, permitindo
sua saida dos peroxissomos para o citosol, onde podem ser reativados ao éster CoA para
esterificacao em triglicerideos (TAG). O acido pristanico e fitanico séo ligantes para o PPARa.

Fonte: (HUNT; ALEXSON, 2008).
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Com respeito a doencas associadas ao metabolismo de que participa a
enzima HSACOT®6, a doenca de Refsum deve-se a um defeito na enzima fitasanoil-
CoA, esta enzima é necessaria para a a-oxidacdo do acido fitanico a acido
pristanico, levando em consideracdo que HSACOT®6 participa na formacao desses
acidos. Os pacientes com doencga de Refsum acumulam grandes quantidades de
acido fitdnico no plasma e tecidos, os afetados sao perfeitamente normais quando
sdo bebés, ndo mostram defeitos no crescimento e no desenvolvimento, mas
geralmente apresentam-se no final da infancia com anosmia, declinio da capacidade
visual e a perda progressiva da visdo noturna. Apos 10 a 15 anos, 0s pacientes
podem desenvolver anormalidades adicionais, incluindo ataxia, surdez, ictiose,
polineuropatia, fadiga e disturbios da conducéo cardiaca. A prevaléncia da doenca
de Refsum no Reino Unido de 1 em um milh&o e nos Estados Unidos é de 1 em 10
milhdes (SCOTT; OLPIN, 2015; WANDERS, 2016; WATERHAM; WANDERS;
LERQY, 1993).

1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Elaborar o estudo para obtencdo dos clones contendo o gene da enzima
HSACOT®6;

e Incorporar a construcdo pET-28a/HSACOT6 em bactérias;
e Determinar as condicdes de expresséo e purificacao;
e Encontrar as condi¢des de cristalizacao;

e Em caso de insucesso na obtencéo de cristais de qualidade, tentar resolver a

estrutura por meio de modelagem por homologia.

1.3 MATERIAIS E METODOS

1.3.1 Procedimentos Experimentais

1.3.1.1 Obtencéo de clones contendo o gene da enzima HSACOT6

Executou-se um estudo para selecionar o plasmideo e os sitios de restricao
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para insercdo do gene codificante de HSACOT®6. Para tal fim, foi feita uma procura
no PDB para corroborar em quais plasmideos foram clonadas enzimas homoélogas e
também verificou-se que nao existiam estruturas tridimensionais resolvidas ou
depositadas para esta enzima.

A sequéncia de aminoécidos desta enzima foi submetida a analise pelo
servidor XTalPred (JAHANDIDEH; JAROSZEWSKI; GODZIK, 2014; SLABINSKI et
al., 2007) que tem objetivo de verificar a probabilidade da proteina cristalizar usando

0S seguintes critérios:

i) funciona se comparando Varios recursos da proteina com as distribuicdes
desses recursos no TargetDB (Banco de dados de registro de destino para
projetos de gendmica estrutural);

i) um resumo das caracteristicas da proteina e previsées que indicam
problemas que provavelmente serdo encontrados durante a cristalizacdo da
proteina;

iii) previsao de ligantes; e

iv) listas de homadlogos proximos de genomas microbianos completos que sdo

mais propensos a cristalizar.

Assim, ao eleger o plasmideo, o estudo que prosseguiu foi a selecdo de
enzimas de restricdo que nado clivassem a sequéncia de nucleotideos do gene da
HsACOT6 e que fossem compassiveis com a regido de multipla clonagem do
plasmideo; esse procedimento foi efetivado com o auxilio do programa NEBcutter
v.2.0 (VINCZE; POSFAI; ROBERTS, 2003).

Uma consideragao complementar analisada foi a expresséo de uma “his-tag”
no N-terminal favoravel para clivagem com a enzima trombina. Assim, deliberados
0S parametros necessarios que constituem o vetor de expressao da HsACOT®6, foi
solicitada a construcao do plasmideo com o gene HSACOT6 inserto, junto a empresa

GenScript USA Inc. (https://www.genscript.com/).

1.3.1.2 Transformacé&o de bactérias tratadas por quimiocompeténcia

O plasmideo pET-28a(+) recombinante, contém o gene codificante da
enzima HSACOT®6 foi inserido em células de bactérias E. coli BL21-DE3, tratadas por


https://www.genscript.com/
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quimiocompeténcia. A técnica consiste basicamente na transformacéo bacteriana
em que as células sdo submetidas a um choque térmico para produzir poros em
suas membranas e permitir a insercao dos plasmideos (SINGH et al., 2010).

As células tratadas por quimiocompeténcia foram armazenadas em
ultrafreezer -86 °C, posteriormente foram descongeladas e mantidas em gelo para
transformacao. Adicionou-se 1 pL da solugdo do plasmideos diluida 1:10 que
contém o gene codificante da enzima HSACOT6 aos microtubos que continham as
células; deixou-se em gelo por 10 min para permitir sua insercdo mediante o choque
térmico, em seguida, foram inoculadas em meio so6lido suplementado com
canamicina 30 ug mL1 e deixadas a 37 °C por 16 h.

Com as colbnias crescidas, realizou-se um pré-indculo em 5 mL de meio
LUria-Bertani (LB) ou 2xYT: 16 g L'! de peptona, 10 g L? de extrato de levedurae 5 g
Lt de NaCl; suplementado com canamicina a uma concentragdo final de 30 yg mL*
em seguida, foram plagueadas em meio solido seletivo (LA) que é o mesmo meio LB
que contém 15 g L de &gar contendo o antibiético canamicina 30 ug mL* e
incubadas por 12 h a 37 °C overnight. Finalmente, tomou-se as melhores col6nias
mantendo e se deizaram num inoculo de 5 mL a 37 °C sob agitacédo de 180 rpm por
16 h. As células foram armazenadas em 50% de glicerol a temperatura de -86 °C

para uso posterior.

1.3.1.3 Expressao

Para os experimentos de expressdo da enzima HSACOT6, tomaram-se
varias colbnias aleatoriamente para um inoculo inicial de 5 mL de meio LB liquido,
contendo o antibiético canamicina numa concentragdo de 30 ug mL%, suplementado
com 5 pL de estoque de células, que foi incubado a 37 °C sob agitagdo de 180 rpm
por 6 h. O indculo inicial foi diluido na proporcdo de 1:100 em um novo cultivo de 25
mL de meio LB contendo o antibiético canamicina a 30 uyg mL! e mantido a 37 °C
sob agitacdo de 180 rpm até atingir uma densidade oOptica (DO) entre 0,4 e 0,6 a 600
nm.

Alcancada esta condicdo, as culturas de células foram induzidas com
Isopropil B-d-1-tiogalactopiranésido (IPTG) na concentracdo final de 0,5 mmol L e
incubadas a 37 °C sob agitacédo de 170 rpm. A fim de sistematizar os resultados foi

observado cada ensaio de expressao por 4, 8 e 16 h. As culturas de células obtidas
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em cada condic¢ao foram centrifugadas por 20 min a 6.000 rpm a 4 °C.

O sobrenadante foi descartado e o precipitado foi ressuspendido em 10 mL
de tampdo de lise (20 mmol L? Tris-HClI e 500 mmol L?* NaCl, pH 7,9).
Posteriormente, este material foi submetido a quinze ciclos de 1 min de pulsos de
sonicacdo em banho de gelo (30 seg a 40% de poténcia e 30 seg em gelo).

Apo6s o rompimento celular, a amostra, referente a 10 mL de cultura, foi
submetida a centrifugacdo a 15.000 rpm por 20 minutos a 10 °C. Para colocar as
amostras no gel, aliquotas de 20 uL foram diluidas em tampao de amostra na
proporcdo 1:1 e desnaturadas por aquecimento a 98 °C durante 5 min. A
eletroforese foi conduzida sob tensdo de 180 V por 1 h. Subsequentemente, a
eletroforese, o gel foi corado em solucao de 10% (V/V) &acido acético glacial, 0,25%
(m/V) azul de Comassie R-250 e 45% (V/V) de etanol por 15 min e descorado em
solucédo de 57% (V/V) metanol e 3% (V/V) &cido acético por aproximadamente 30
min. A analise destes resultados foi realizada por SDS-PAGE (12 %) (SAMBROOK;
RUSSEL, 2001).

1.3.2 Procedimentos Computacionais

1.3.2.1 Modelagem por Homologia com Modeller

A busca por sequéncias similares a da enzima alvo foi realizada com a
ferramenta BLAST (ALTSCHUL et al., 1990) do NCBI. Os critérios de selecao foram
estruturas com porcentagem de identidade > 25% e melhor resolugcédo; ademais, foi
usada a ferramenta Blast Automatic Targeting for Structures (BATS) na plataforma
MHOLINE (CAPRILES et al.,, 2010), com critério de sele¢édo indice 2. Os PDB’s
selecionados foram utilizados como arquivos de entrada para o programa Modeller
(ESWAR et al., 2006).

Foram gerados 150 modelos em sua conformagéo de monomero, que foram
avaliados em relacdo a pontuagdo Discrete Optimized Protein Energy (DOPE)
(SHEN; SALI, 2006) e ao grafico de Ramachandran com uso do programa Procheck
(LASKOWSKI et al., 1993). O modelo selecionado foi 0 que apresentou menor valor
do DOPE normalizado. Além disso, verificou-se que ele ndo apresenta os residuos

do sitio ativo nas regides nao permitidas do grafico de Ramachandran.
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1.3.2.2 Andlise do modelo gerado por homologia com Modeller

O modelo obtido foi submetido a ferramenta PDBsum (LASKOWSKI, 2009) a
fim de analisar sua estrutura secundaria e topologia. Finalmente, representou-se
modelo da proteina alvo em 3D com o programa UCSF Chimera X (PETTERSEN et
al., 2021). As estruturas selecionadas mediante a ferramenta BATS foram
sobrepostas com a utilizacdo do programa MultiProt (SHATSKY; NUSSINOV;
WOLFSON, 2004) e a sequéncia de aminoacidos das estruturas tridimensionais
homologas utilizadas foram alinhadas com o programa T-Coffee (NOTREDAME;
HIGGINS; HERINGA, 2000). A visualizagcdo 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
alinhamento foi colorido de acordo com a convencgao de Alscript Calcons (BARTON,
1993).

1.4 RESULTADOS E DISCUSSAO

1.4.1 Procedimentos Experimentais

1.4.1.1 Planejamento do vetor de expressao

A partir do estudo para a sintese e insercdo do gene da HsACOT6, fez-se o
pedido da construcdo pET-28a(+)/HSACOT6 com os sitios de restricdo Nhel e Xhol.
Assim, um pequeno namero de aminoacidos foi adicionado a sequéncia nativa para
a expressao de uma “his-tag” no N-terminal e contendo um sitio para eventual corte
desta cauda mediante hidrélise pela enzima trombina.

Finalmente, os resultados do servidor XTalPred indicam que HSACOT6 tem
uma Otima probabilidade de cristalizacdo pelo indice "Expert pool crystallizability

class", o que € apresentado na Figura 6.
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Figura 6 - Expert pool crystallizability class estabelecido no servidor XtalPred para HSACOT®6.

Cristalizabilidade Relativa

L : -
1 2 3 ) =]
indice Expert pool crystallizability class

Legenda: Resultados obtidos no servidor XtalPred
Fonte: O autor.

1.4.1.2 Expressao

A sequéncia de aminoacidos da enzima HsACOT®6 foi submetida a analise
pelo servidor ProtParam (EXPASY Proteomics Server), que estimou a massa
molecular de 22,99 kDa (207 residuos de aminoacidos), mas com a inclusdo de 6
residuos de histidina e seus conectores (genes), provenientes do sistema de
expressdo, leva a uma massa molecular calculada total de 23,81 kDa (213 residuos
de aminoacidos).

Através da analise de eletroforese ndo foi possivel observar uma banda de
indicacdo de expressao realizada, a partir de testes de expressao iniciais a 37 °C
com 3, 6 e 16 h de inducédo nas concentragcbes de IPTG de 0,10, 0,25, 0,50 e 1,00
mmol L1, comprando-se com bactérias ndo transformadas.

Assim, na sequéncia, foi realizado novo teste de expresséo, agora usando-
se inducdo com lactose no préprio meio de cultura (auto-inducdo) proposto por
Studier (2005), a temperatura de 15 °C por 24 e 48 h. O gel de andlise resultante foi

inconclusivo, necessitando repeticao.

1.4.2 Procedimentos Computacionais

1.4.2.1 Modelagem por Homologia com Modeller

Na auséncia de dados experimentais para resolver a estrutura 3D da
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HsACOTS6, foi dada sequéncia ao trabalho de modelagem molecular por restricbes
espaciais.

Por meio da ferramenta BATS na plataforma MHOLINE (CAPRILES et al.,
2010) foram selecionadas 2 estruturas de proteinas homologas humanas
identificadas como ACOTs. A Tabela 1 mostra os dados das estruturas selecionadas
para construcao dos modelos.

Tabela 1 - Dados das proteinas homologas a enzima HsACOT6 obtidos a partir de alinhamentos com
ela.

PDB Resolucgéo / Proteina/Organismo Similaridade Identidade
IDs A (%) (%)

3HLK 2,10 ACOT2/Homo sapiens 100,0 57,00
3K2I 2,40 ACOT4/Homo sapiens 100,0 54,11

Fonte: O autor.

Ou seja, a porcentagem de identidade entre as proteinas homadlogas usadas
na modelagem e a alvo foi sempre superior a 25%, o que estd de acordo com
(SANTOS FILHO; ALENCASTRO, 2003), que apontam que as proteinas com cerca
de 25% de identidade ou superior podem ser usadas para construir um modelo para

a proteina alvo.

1.4.2.2 Anélise do modelo gerado por homologia com Modeller

O modelo gerado por homologia selecionado foi o de nimero 99 entre os 150
modelos gerados, o qual apresentou o menor valor para a funcdo de energia DOPE
(-1.12812), que indica maior estabilidade. Ademais, foi verificado que os residuos
importantes para catalise e interagdo com o substrato ndo estivessem nas regides
nao permitidas no grafico de Ramachandran.

O grafico de Ramachandran (Figura 7) indica que 92,7% dos aminoacidos
estdo nas regidbes mais favoraveis, 5,3% nas regifes adicionalmente permitidas,

1,4% nas regides generosamente permitidas e 0,6% nas regides nao permitidas.
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Figura 7 - Grafico de Ramachandran para o melhor modelo da enzima HsACOT6 produzido pelo

Modeller.
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Legenda: As glicinas sao representadas por triangulos e os demais aminoacidos por quadrados. As
areas em vermelho sdo chamadas de regi6es muito favoraveis, em amarelo, adicionalmente
permitidas, em bege, generosamente permitidas, e em branco, ndo permitidas. Figura gerada pelo

programa Procheck.

Fonte: O autor.

O modelo final da HSACOT6 € um mondmero e esta apresentado em forma
de fita e superficie eletrostatica (Figura 8-A e 8-B); sua estrutura secundaria

compreende 29,5% dos residuos em hélices-a, 50,6% em fitas- e 2,9% em “loops”

ou alcas (Figura 8-C).
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Figura 8 - Estrutura da enzima HSACOT®6 obtida por modelagem por homologia no Modeller.

LE
24
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Legenda: A) Modelo de fitas da HSACOT®6. B) Modelo de superficie com potencial eletrostatico da
HsACOT6 com coloragédo padrédo para os residuos, variando de vermelho para potencial negativo e
azul para potencial positivo, passando por branco, neutro. C) Topologia de HSACOT®6. Figura gerada
pela plataforma PDBsum e o programa UCSF Chimera X

Fonte: O autor
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O alinhamento entre as sequéncias dos moldes e do modelo esta
apresentado na Figura 9 e, por meio da comparacao sequencial, pode-se verificar
que os residuos do sitio ativo da HSACOT6 sdo S232, D326, H360.

Figura 9 - Alinhamento da sequéncia de aminoacidos das enzimas HSACOT2 (PDB ID: 3HLK) e
HsACOT4 (PDB ID: 3K2l) com HsACOTS6.
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Legenda: Alinhamento da sequéncia de aminoacidos de HsACOT®6. Setas vermelhas representam
fitas B, cilindros vermelhos representam hélices a, espirais vermelhas representam hélices 310 ou T e
as estrelas amarelas indicam os residuos do sitio ativo.

Fonte: O autor.
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1.5 CONCLUSOES

A metodologia utilizada nas etapas de transformacgéo e expressdo nao pode
ser corretamente avaliada devido as andlises inconclusivas na producdo da
enzima HsSACOT6, porém, o trabalho contribuiu para indicar algumas
dificuldades na expressdo da enzima HSACOT®6, colocando os resultados
agora apresentados como ponto de partida para trabalhos posteriores;

A enzima HsSACOT6 teve sua estrutura modelada computacionalmente,
entretanto, ainda destaca-se a importancia da estrutura 3D ser obtida
experimentalmente;

O modelo gerado pelo programa Modeller demonstra que o mesmo é uma
ferramenta da bioinformatica que pode apoiar dados experimentais

posteriores que sejam obtidos da enzima HSACOT6.
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CAPITULO 2 — ALCOOL DESIDROGENASE DE Naegleria gruberi (NgJADH)

“Uma grande vantagem da andlise de raios X como método de andlise de estrutura quimica &
0 seu poder de mostrar alguma estrutura totalmente

inesperada e surpreendente, ao mesmo tempo, com total certeza.”

Dorothy Mary Crowfoot Hodgkin

Prémio Nobel em Quimica em 1964

2.1 INTRODUCAO

2.1.1 Meningoencefalite Amebiana Primaria e a Naegleria gruberi: Aspectos Gerais

N. gruberi ndo é um microorganismo patogénico para humanos, nao
obstante, o género Naegleria compreende o microorganismo N. fowleri, que tem um
habitat similar ao de N. gruberi e pode ocasionar a doenca fatal em humanos
chamada Meningoencefalite Amebiana Primaria (MAP).

De acordo com o Centro para o Controle e a Prevencéo de Doengas (CDC)
(2019), os sintomas iniciais podem incluir nausea ou vomito, dor de cabeca e febre.
Os sintomas vindouros sao: rigidez no pescoco, confusao, falta de atencao, perda de
equilibrio, convulsdes e alucinacdes. Apo6s o inicio dos sintomas, a doenca progride
rapidamente e geralmente causa morte em cerca de 5 dias a 18 dias.

Para Fulton (1993) Naegleria gruberi € um microorganismo pertencente ao
reino protista, heterotrofico, que frequentemente habita ambientes aerébicos e
microaredbicos em corpos de agua doce e solos umidos.

Sua forma principal € a ameboide, que mostra locomocéao similar a da lesma
e mitose semelhante a de muitos protistas, na qual o fuso esta organizado dentro do
ndcleo, os centriolos estdo ausentes e o envelope nuclear e o nucléolo permanecem
intactos durante toda a divisdo (Figuras 10); adicionalmente apresentam as formas

cistica e flagelada. (Figura 11).
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Figura 10 - Células de Naegleria gruberi

Legenda: (a) encistada, (b) ameboide e (c) flagelada.
Fonte: (BELLINI et al., 2018)

Figura 11 - Formas de Naegleria gruberi.
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Legenda: Estruturas (partes) das formas Ameboide e Flagelada de Naegleria gruberi.
Fonte: (FRITZ-LAYLIN et al., 2010).

Recentemente, foram caraterizadas e identificadas as estruturas dos
proteassomas de N. gruberi e N. fowleri por Guzméan-Téllez et al. (2020) mediante
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estudos de bioinformatica, confirmados experimentalmente com ensaios de Western
e dot blot, além de ensaios de microscopia de imunofluorescéncia. Os proteassomas
tém relevancia porque sdo complexos multi-cataliticos e sdo consideradas a
estrutura mais importante responsavel pela degradacédo de proteinas intracelulares.
Além disso, esta relacionada a manutencdo da homeostase celular e, em
microorganismos patogénicos e a modulacdo da viruléncia.

Finalmente, € importante ressaltar a informacao genémica determinada por
Opperdoes; De Jonckheere; Tielens (2011) de N. gruberi que também faculta a
oportunidade de determinar futuros alvos de drogas através de estudos factiveis que
possam atuar frente a MAP causada pelo patégeno oportunista relacionado N.

fowleri.

2.1.2 Alcool Desidrogenases: Aspectos Gerais

As Alcool Desidrogenases (ADHs) (EC 1.1.1.1) sdo enzimas classificadas
como oxidorredutases que atuam sobre um alcool primario ou secundario para
formar aldeidos ou cetonas, respectivamente, e utilizam os cofatores de
nicotinamida, 3-1,4-nicotinamida adeninodinucleotideo (NAD*) ou B-1,4-nicotinamida
adeninodinucleotideo fosfato (NADP*) como receptores de elétrons. O mecanismo
para a reacdo é mostrado na Figura 13. As ADHs geralmente se encontram
presentes em plantas, leveduras, mamiferos, fungos e bactérias, entre outros, sendo
produzidas como homodimeros ou homotetrameros, com uma massa de monémero
de aproximadamente 40 kDa (GOLDBERG et al., 2007; REID; FEWSON, 1994).

Figura 12 - Esquema geral de reacéo catalisada por Alcool Desidrogenase.

Alcool
Desidrogenase
R1 0 R1 :
S~y o+ NAD+ — YU + NADH + H
H
Alcool
Desidrogenase
~y + NAD+ —_— Y + NADH + H
R2 R2

Fonte: O autor, adaptada de BRENDA (2020).
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Existem trés tipos de ADHs com base no tamanho do substrato, as de
cadeia curta, média e longa, descritas a seguir. A maioria das ADHs para cadeia
curta possuem um residuo Tirosina (YY) catalitico cujo grupo hidroxila doa ou aceita
um proton do substrato. Um residuo Lisina (K) adjacente e o anel de nicotinamida de
NADP* diminuem o pKa do grupo hidroxila do residuo Y para facilitar seu papel
como um aceitador-doador de protons. Quando o residuo Y extrai um préton do
substrato, um anion hidreto é transferido do substrato para o cofator oxidado
(KAVANAGH et al., 2008; SELLES VIDAL et al., 2018).

As ADHs para cadeia média usam um mecanismo catalitico baseado em Y,
como nas de cadeia curta, mas precisam de zinco como cofator. Baker et al. (2009)
explica que nestas enzimas, o ion Zn?* é coordenado, na auséncia do substrato, por
uma molécula de agua, dois residuos Cisteinas (C) e um de Histidina (H), adotando
uma geometria tetraédrica. Depois que o0 substrato &lcool se liga a enzima, ele
desloca esta molécula de agua da camada de coordenacédo e transfere um proton
para o solvente, formando um intermediario alcéxido que é estabilizado pelo ion Zn?*
catalitico. Este alcoxido transfere um ion hidreto para o cofator oxidado e entra em
colapso para um aldeido ou cetona.

As ADHs para cadeia longa constituem um grupo heterogéneo que difere no
mecanismo catalitico e nos cofatores adicionais necessarios (Fe?*, Zn%*, ambos ou
nenhum metal). Algumas dessas ADHs empregam um terceiro mecanismo catalitico
no qual um residuo K aceita um préton do substrato e o doa a uma molécula de
solvente. A versatilidade do residuo K para atuar como base € incrementada por
uma ligacdo de hidrogénio com um residuo Asparagina (N), dessa maneira, um
hidreto é entdo transferido do substrato para o cofator oxidado (KAVANAGH et al.,
2002; LIU et al., 2009).

Nas enzimas que contém um ion Fe?*, ha regularmente coordenacdo deste
por um residuo de Acido Aspartico (D) e trés histidinas (H), dispostos em uma
geometria tetraédrica. O mecanismo catalitico ocorre por interagdo do substrato com
o ion Fe?*, o que facilita a transferéncia de um grupo hidreto para o NAD* (GAONA-
LOPEZ; JULIAN-SANCHEZ; RIVEROS-ROSAS, 2016; MOON et al., 2011).

Cabiscol; Aguilar; Ros (1994) demonstraram que as ADHs dependentes de
Fe?*, diferentemente das dependentes de Zn?*, sdo sensiveis a ativacdo do oxigénio
devido a que as reacOes de oxidacdo catalisadas por Fe que podem ocorrer na

presenca do mesmo em condi¢cdes anaerobicas.
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Algumas estruturas de enzimas ADHs resolvidas por métodos de Biologia
Estrutural sdo apresentadas na Figura 13, como a ADH de Geobacillus
thermoglucosidasius, que € um microrganismo termofilico usado na geracdo de
biocombustiveis como o bioetanol (EXTANCE et al, 2013) e a ADH de
Thermococcus thioreducens, que é um arquedo hipertermofilico que é resistente a
ampicilina, cloranfenicol, canamicina e gentamicina, mas sensivel a tetraciclina e
rifampicina (LARSON; JONES; MCPHERSON, 2019; PIKUTA et al., 2007).

Figura 13 - ADHs depositadas no PDB e usadas neste trabalho

A. | B.

ADH de ADH de
Geobacillus thermoglucosidasius Thermococcus thioreducens

Legenda: Alcool Desidrogenases depositadas no PDB. A. GtADH - PDB ID: 3ZDR, B. TtADH - PDB
ID: 6C75. Figura criada com Chimera X.
Fonte: O autor.

2.1.2.1 Alcool Desidrogenase de Naegleria gruberi

Até o presente ndo ha estudos de caracterizacdo estrutural da Alcool
Desidrogenase de N. gruberi (NgADH). Em Opperdoes; De Jonckheere; Tielens
(2011), embora a necessidade de mais evidéncias ou trabalhos experimentais,
indica-se sua fungéo como o apontado na Figura 14, em que se pode observar a via
de fermentacdo alcodlica do protozoério Naegleria gruberi, que acontece quando
uma molécula de piruvato ingressa na mitocondria desde o citosol e é entdo sua
transformacao catalisada pela enzima piruvato descarboxilase a acetaldeido que,

finalmente, é transformado pela enzima NgADH para etanol.



44

Figura 14 - Esquema da via de fermentacéo alcodlica de Naegleria gruberi

PEP
ADP AMP+PPI
CitOSOI ATF ATP+PI

Piruvato

co
Piruvato —<——» Acetaldeido Etanol

-

NADH + H*  NAD

L . Fermentacgao alcodlica
Mitocondria

j—— S

Fonte: O autor, baseado na pesquisa de Opperdoes; De Jonckheere; Tielens (2011) )
Legenda: Via de fermentacdo alcodlica mostrando algumas etapas metabdlicas. A ag¢édo da Alcool
Desidrogenase na reacgéo catalisada é indicada pelo nimero 1.

Neste trabalho o objetivo de estudo caracterizou-se as diferencas e
semelhancas de ADHs de diversos organismos comparativamente a ADH de N.
gruberi (NgADH), que atua em alcoois de cadeia longa.

A pesquisa de Bexkens et al. (2018) analisou a capacidade de crescimento
com e sem oxigénio de N. gruberi cepa NEG-M e de outra cepa de N. gruberi nunca
antes cultivada . Os autores estudaram suas capacidades metabdlicas de energia
das mitocondrias de N. gruberi cepa NEG-M mostrando as preferéncias de substrato
para seu crescimento e as vias de producdo de ATP que emprega. Os trofozoitos de
N. gruberi em crescimento tém um metabolismo energético estritamente aerdbio,
com preferéncia por substrato para a oxidacéo de acidos graxos.

Uma pesquisa realizada por Sarink et al. (2020) verificou que a inibicdo da
oxidacdo de acidos graxos (FAO) impede o crescimento do parasita, levando a
morte da amoeba. Eles constataram que alguns medicamentos podem ser usados
para inibir o metabolismo dos &cidos graxos em diferentes partes da sua via
metabdlica. Todos esses medicamentos tém como alvo enzimas que estdo
presentes no genoma de N. gruberi e N. fowleri.

Como a preferéncia por acidos graxos foi demonstrada em N. gruberi,
primeiro determinaram os efeitos desses compostos em N. gruberi. Em seguida,
testaram compostos promissores no patogeno real, N. fowleri e, finalmente acharam
se haveria sinergia presente quando os compostos foram combinados em um ensaio
cruzado.

Para indicar aimportancia de drogas para tratamento da MAP, citamos que
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recentemente foram caraterizados alguns inibidores de proteinas contra a essa
doenca, inibidores classificados como Alcaldides, que detém o crescimento de N.
fowleri (ABRAHAM; CHAUHAN; RAY, 2022). Na Figura 15 apresentam-se alguns

desses inibidores descritos anteriormente.

Figura 15 - Inibidores contra a MAP

AC[ ml B. c \Q n/i/\

e N Acido valpréico

N

Tioridazina Perexilina _
Etomoxir

Orlistat Anfotericina B

Miltefosina

Queleritrina Berberina

Fonte: O autor.
Legenda: Inibidores contra a MAP caracterizados em diversos trabalhos.
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2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
e Elaborar o estudo para obtencédo dos clones contendo o gene da enzima
NgADH,;
e Incorporar a construcdo pET-15b/NgADH em bactérias;
e Determinar as condi¢cdes de expresséo e purificacao;
e Encontrar as condi¢des de cristalizacéo;
e Em caso de insucesso na obtencéo de cristais de qualidade, tentar resolver a
estrutura por meio de modelagem por homologia.
2.3 MATERIAIS E METODOS
2.3.1 Procedimentos Experimentais

2.3.1.1 Obtencéao de clones contendo o gene da enzima NgADH

O procedimento para obtencdo dos clones foi o citado no item 1.3.1.1 do
capitulo 1, considerando-se as particularidades do gene da NgADH. Apds a selecdo
dos sitios de restricdo, encomendou-se a preparacao do plasmideo pET-15b com o
inserto junto a empresa GenScript USA Inc. (https://www.genscript.com/).

2.3.1.2 Transformacéao de bactérias tratadas por quimiocompeténcia

O procedimento para transformacdo das bactérias tratadas por
guimiocompeténcia foi o citado no item 1.3.1.2 do capitulo 1.

2.3.1.3 Expressao

Os experimentos de expressao foram os citados no item 1.3.1.3 do capitulo
1, com a mudanca do que os testes foram realizados com ampicilina 100 uyg mL* e
apenas a concentracdo de IPTG testada somente foi de 0,5 mmol L e incubadas a

37 °C sob agitacdo de 180 rpm por 4 h.


https://www.genscript.com/
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2.3.2 Procedimentos Computacionais

2.3.2.1 Modelagem por Homologia com Modeller

O procedimento utilizado para a Modelagem por Homologia com Modeller foi
0 mesmo citado no item 1.3.2.1 do capitulo 1.

2.3.2.2 Anélise do modelo gerado por homologia com Modeller

O modelo gerado por homologia com Modeller foi analisado como citado no
item 1.3.2.2, com a adicdo de que se detalharam as ligacbes de hidrogénio dos
ligantes com a proteina alvo em 2D com o programa LIGPLOT (LASKOWSKI;
SWINDELLS, 2011) e 3D com o programa UCSF Chimera X (PETTERSEN et al.,
2021).
2.4 RESULTADOS E DISCUSSAO
2.4.1 Procedimentos Experimentais

2.4.1.1 Planejamento do vetor de expressao

O gene da NgADH foi sintetizado pela empresa GenScript USA Inc.

(https://www.genscript.com/) para construcdo do plasmideo pET-15b/NgADH com os

sitios de restricdo BamHI e Ndel.

Nesta cosntrucdo, um pequeno numero de aminodacidos fica adicionado a
sequéncia nativa para expressar uma “his-tag” no N-terminal que contem um sitio
para eventual corte mediante hidrolise pela enzima trombina. Os resultados do
servidor XTalPred indicam que NgADH tem uma probabilidade média de

cristalizacao pela "Expert pool crystallizability class" apresentada na Figura 16.


https://www.genscript.com/
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Figura 16 - Expert pool crystallizability class estabelecido no servidor XtalPred para NgADH

™~

Cristalizabilidade Relativa

indice Expert pool crystallizability class

Legenda: Resultados obtidos no servidor XtalPred
Fonte: O autor.

2.4.1.2 Expresséo

A sequéncia de aminoacidos da enzima NgADH foi submetida a analise pelo
servidor ProtParam (EXPASY Proteomics Server), que estimou a massa molecular
de 48,58 kDa (453 residuos de aminoé&cidos), que com a inclusédo de 6 residuos de
histidina e seus conectores (genes), provenientes do sistema de clonagem, leva a
uma massa molecular estimada de 49,40 kDa (459 residuos de aminoéacidos).

Foi realizado o teste de expressdo em apenas uma condi¢cdo: a temperatura
de 37 °C, por 4 h de crescimento bacteriano e inducdo com IPTG a 0,5 mmol L7,
sendo identificada a presenca de uma banda de expressao no gel de poliacrilamida
(Figura 17) SDS-PAGE (SAMBROOK; RUSSEL, 2001) de 49,40 kDa (~ 49 kDa) que
mostra concordancia com o estimado pelo ProtParam, uma vez que ficaram com
migragdo proxima da do marcador com massa molecular de 55,8 kDa. }

Entretanto, estudos posteriores serdo necessarios a fim de se distinguir a
expressdo desta proteina comparativamente a presenca de outras proteinas

presentes e caracteristicas da propria E. coli.
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Figura 17 - Eletroforegrama SDS-PAGE 12% referente ao teste de expressdo a 37 °C com 4 h de
indugdo e 0,5 mmol L* de IPTG para a enzima NgADH.

MMM 1 2 3 4 5 6 MMM 8

66 kDa

56 kDa
49 kDa

37 kDa

30 kDa

Legenda: i) raia MMM: Marcador de Massa Molecular; ii) raias 1,2, células (bactéria E. coli BL21-DE3)
ndo transformada (controle): fracdo sollvel na primeira e fragdo precipitada na Ultima; iii) raias
3,4,5,6,8, células transformadas: fragdo precipitada na primeira e fragcao sollvel nas trés ultimas.
Fonte: O autor.

2.4.2 Procedimentos Computacionais

2.4.2.1 Modelagem por Homologia com Modeller

Na auséncia de dados experimentais para resolver a estrutura 3D da
NgADH, foi dada sequéncia ao trabalho de modelagem molecular por restricbes
espaciais. Por meio da ferramenta BATS na plataforma MHOLINE (CAPRILES et al.,
2010) com critério de selecéo indice 2 foram selecionadas estruturas como moldes.

Assim, foram identificadas 2 proteinas homologas identificadas como Alcool
Desidrogenases. A Tabela 2 mostra os dados das estruturas selecionadas para

construcédo dos modelos.
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Tabela 2 - Dados das proteinas homélogas a enzima NgADH obtidos a partir de alinhamentos com
ela

PDB Resolucéo Proteina/Organismo Similaridade Identidade
IDs (A) (%) (%)
3ZDR 2,50 ADH/ Geobacillus 86 31,85
thermoglucosidasius
6C75 2,40 ADH/Thermococcus 84 27,89

thioreducens

Fonte: O autor.

A porcentagem de identidade entre as proteinas homodlogas usadas na
modelagem e a alvo foi sempre superior a 25%. De acordo com (SANTOS FILHO;
ALENCASTRO, 2003) as proteinas com cerca de 25% de identidade ou superior

podem ser usadas para construir um modelo para a proteina alvo.

2.4.2.2 Andlise do modelo gerado por homologia com Modeller

O modelo gerado por homologia selecionado, um dimero, foi o de nimero 129
entre 150 modelos gerados, ou seja, 0 que apresentou valor para a funcédo de
energia DOPE (0,62064) com menor energia e maior estabilidade.

Além disso, mantiveram-se os ligantes Fosfato de nicotinamida adenina
dinucleotideo (NAP), que é o NADP*, e o 2'-Monofosfoadenosina-5'-Difosfato (ATR)
da enzima Alcool Desidrogenase de Thermococcus thioreducens (TtADH — PDB ID:
6C75).

Ainda, foi verificado que os residuos importantes para catalise e interacédo
com o0 substrato ndo estivessem nas regibes ndo permitidas no grafico de
Ramachadran.

O gréfico de Ramachandran (Figura 18) indica que 89,3% dos aminoacidos
estdo em regides mais favoraveis, 7,9% nas regides adicionalmente permitidas,

2,0% nas regides generosamente permitidas e 0,8% nas regides nao permitidas.
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Figura 18 - Grafico de Ramachandran para o melhor modelo da enzima NgADH produzido pelo

Modeller.
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Fonte: O autor

O modelo final da NgADH esta apresentado em forma de fita e superficie

eletrostatica (Figura 19-A e 19-B), além do modelo de superficie com o ligante NAP
(verde) na cadeia A e o ligante ATR (roxo) na cadeia B (Figura 19-C). A sua
estrutura secundaria compreende 40,4% dos residuos em hélices-a, 8,8% em fitas-

e 50,8% em “loops” ou algas (Figura 19-D).



Figura 19 - Estrutura da enzima NgADH produzida por modelagem por homologia no Modeller.
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Legenda: A) Modelo de fita da NgADH. B) Modelo de superficie com potencial eletrostatico da NgADH
com coloracdo padrao para os residuos, variando de vermelho para potencial negativo e azul para
potencial positivo, passando por branco, neutro. C) Modelo de superficie em cor branca da NgADH,
para realcar seus ligantes NAP em verde e ATR em roxo. D) Topologia de NgADH.

Figuras geradas pelo programa UCSF Chimera X e plataforma PDBsum.

Fonte: O autor.
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No tocante as ligacdes de hidrogénio do ligante NAP com a enzima NgADH,
0s aminodcidos G163, S164, T207, T212, F214, L244 sao os envolvidos, o que se
pode observar na (Figura 20-A) em 2D, obtida com o programa LIGPLOT
(LASKOWSKI; SWINDELLS, 2011), e na (Figura 20-B) em 3D, obtida com o
programa UCSF Chimera X (PETTERSEN et al., 2021).

Figura 20 - Ligacdes de hidrogénio do ligante NAP com os residuos do melhor modelo da enzima
NgADH.
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Legenda: A) Modelo 2D de ligacdes de hidrogénio de NAP com os residuos da NgADH. B) Modelo 3D
de ligactes de hidrogénio de NAP com os residuos da NgADH.

Figuras geradas pelos programas LIGPLOT e UCSF Chimera X.

Fonte: O autor

No tocante as ligacdes de hidrogénio do ligante ATR a enzima NgADH, os
residuos envolvidos sdo os G616, S617, T657, L697, que podem ser observar na
(Figura 21-A) em 2D, obtida com o programa LIGPLOT (LASKOWSKI; SWINDELLS,
2011), em 3D na (Figura 21-B), obtida com o programa UCSF Chimera X
(PETTERSEN et al., 2021) .
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Figura 21 - LigagBes de hidrogénio do ligante ATR com os residuos do melhor modelo da enzima
NgADH.
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Legenda: A) Modelo 2D de ligacdes de hidrogénio de ATR com os residuos da NgADH. B) Modelo 3D
de ligacdes de hidrogénio de ATR com os residuos da NgADH.

Figuras geradas pelos programas LIGPLOT e UCSF Chimera X.

Fonte: O autor
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O alinhamento entre as sequéncias moldes com a do modelo esta
apresentado na Figura 22 e, por meio da comparagao sequencial, pode-se verificar
os residuos do sitio ativo da NgADH: G163, S164, T207, T212, F214, L244.
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Figura 22 - Alinhamento da sequéncia de aminoacidos das enzimas TtADH (PDB ID: 6C75) e GtADH
(PDB ID: 3ZDR) com NgADH.
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Legenda: Alinhamento da sequéncia de aminoacidos de NgADH. Setas vermelhas representam fitas
B, cilindros vermelhos representam hélices a, espirais vermelhas representam hélices 310 ou T € as
estrelas amarelas indicam os residuos do sitio ativo.

Fonte: O autor.
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2.5 CONCLUSOES

e Testes de expressao da proteina NgADH foram inconclusivos em relacédo a
sua producdo; porém, este trabalho contribuiu em alguns aspectos para o
entendimento da expressdo da enzima NgADH de maneira heterdloga,
colocando os resultados agora apresentados como ponto de partida para
trabalhos posteriores;

e A enzima NgADH teve sua estrutura modelada computacionalmente,
entretanto, destaca-se a importancia da estrutura 3D a ser obtida por
cristalografia de raios X, pricinplamente porque as proteinas homodlogas
apresentam identidade relativamente baixa;

e O modelo gerado pelo programa Modeller demonstra que 0 mesmo € uma
ferramenta da bioinformética que pode apoiar dados experimentais
posteriores que sejam obtidos da enzima NgADH.

e Os ligantes NAP e ATR possuem ligagfes de hidrogénio com residuos do sitio
ativo da enzima NgADH, que foram caraterizadas e apresentadas neste

trabalho.
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CAPITULO 3 — GLICERALDEIDO-3-FOSFATO DESIDROGENASE DE
Paracoccidioides lutzii (PIGAPDH)

"A ciéncia ndo é uma batalha contra outros cientistas,

€ uma batalha contra a ignorancia e o desconhecido.”

Rodolfo Llinas Riascos

Prémio Ralph W. Gerard de Neurociéncias em 2018

3.1 INTRODUCAO

3.1.1 Paracoccidioidomicose e Paracoccidioides lutzii: Aspectos Gerais

O artigo de Teixeira et al (2009) relata que o fungo designado PbO1l foi
estudado amplamente e ¢é filogeneticamente distinto de outras cepas de
Paracoccidioides brasiliensis, tendo sido, entéo, recentemente definido como uma
nova espécie, Paracoccidioides lutzii. Ele € um patégeno fungico termodimorfico da
familia Ajellomycetaceae, ordem Onygenales, pertencente ao género Coccidioides
(outros géneros sao Blastomyces e Histoplasma). A espécie P. lutzii cresce como
células de levedura a 37 °C ou em tecidos de mamiferos e como micélios,
produzindo esporos infecciosos assexuados ou conidios (Figura 23) a 25 °C no solo
(RESTREPO; MCEWEN,; CASTANEDA, 2001; UNTEREINER et al., 2004).

Figura 23 - Paracoccidioides lutzii.

Legenda: A. Micrografia de Luz; B. Microscopia Eletrénica de Varredura e C. Conidios isolados
mostrados por Micrografia de Luz
Fonte: (WILLIAMSON, 2017).
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Normalmente P. lutzii é detectado em amostras de solo, em tocas de tatu e
suas areas de alimentacdo, encontradas principalmente em florestas das regides
sudeste e central do Brasil; nesta ultima, foram detectados em pastos e em um
campo de horticultura. Os campos de horticultura apresentam matéria organica
abundante e alta umidade, desde que sejam regados regularmente, além da adicao
de fertilizantes, o que pode levar a condicbes ambientais favoraveis ao
desenvolvimento do fungo em sua fase micelial (BARROZO et al., 2010; HRYCYK et
al., 2018).

Por outro lado, Teixeira et al. (2009), além de descobrir esta nova espécie,
propuseram que P. lutzii € endémico ao Centro-Oeste do Brasil, principalmente aos
estados de Goias e Mato Grosso.

Geralmente, habita areas subtropicais e tropicais localizadas entre 500 e
1500 m acima do nivel do mar e com temperaturas entre 17 e 24 °C. Este fungo é
encontrado em regifes de vastas florestas com arvores nativas e atravessadas por
rios, com verbes chuvosos e invernos curtos, mas solos peculiarmente acidos
favorecem seu crescimento, como encontrado em diferentes areas de cultivo de
café, algodéo e tabaco (BONIFAZ TRUJILLO, 2012).

E relevante observar que P. brasiliensis e P. lutzii diferem na capacidade de
sobreviver in vitro por um periodo prolongado em condicdes de estresse, ou seja,
com déficit hidrico, sendo que P. lutzii possui uma resisténcia notavel a condi¢cdes
ambientais adversas; tem sido argumentado que este fungo € menos virulento ou
produz menos conidios infecciosos do que P. brasiliensis (HRYCYK et al., 2018).

P. lutzii e P. brasiliensis sdo espécies de fungos responsaveis por uma das
micoses mais importantes da América Latina, a paracoccidioidomicose (PCM). E um
dos fungos que causa em humanos e raramente em animais, a doengca PCM foi
descrita pela primeira vez em 1908 por Adolpho Lutz (JOHNSON; LANG, 1977,
LUTZ, 1945; RICCI et al., 2004; SILVA-VERGARA et al., 2000).

Griffiths,  Colombo e Denning (2019) consideram que a
paracoccidioidomicose (PCM) deve ser aceita como uma doenca tropical
negligenciada (fungica), devido a que a PCM causa alta morbidade e afeta
principalmente as pessoas que vivem em favelas urbanas ou trabalhadores rurais
pobres, que encontram-se no momento mais produtivo de sua vida econémica e
requerem tratamentos muito longos para se recuperar da doenca. As sequelas

pulmonares sao frequentes, reduzindo a produtividade no trabalho e a qualidade de
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vida de um grande numero de pacientes.

Recentemente, o roteiro de 2021-30 da OMS para doengas tropicais
negligenciadas nomeou, pela primeira vez, a PCM como uma das micoses graves;
além disso, é considerado um problema de saude publica no Brasil (MARTINEZ,
2010; WHO, 2004).

Supde-se que a contaminacdo dos sujeitos € causada pela inalacdo de
propagulos do meio ambiente, o que leva a uma infec¢do pulmonar primaria e depois
se dissemina afetando outros sistemas e 6rgaos do corpo. Na literatura, reportam-se
duas formas da doenca, que sao distinguidas: a forma juvenil aguda (subaguda) e a
forma adulta crbnica. Nas duas situacdes, as lesfes secundéarias aparecem com
frequéncia nas membranas mucosas, nédulos linfaticos, pele e glandulas adrenais
(BRUMMER et al., 1993; FRANCO, 1987; MCEWEN et al., 1987).

E importante ressaltar a informacdo gendmica de P. lutzii desvelada por
Desjardins et al. (2011), que traz a oportunidade de determinar estruturas proteicas
gue podem ser futuros alvos de drogas, a partir de diversos estudos para tratar a
PCM.

Assim, a pesquisa feita por De Oliveira et al. (2019), na qual desenvolveram
uma estrutura quimiogendmica computacional,tal que se permitiu a priorizagéo de 14
drogas anti-PCM, como por exemplo, a bifonazol, sertaconazol, entre outros, que
sdo potenciais para validacdo experimental contra Paracoccidioides. Do mesmo
modo, recentemente avaliou-se uma droga antifangica computacionalmente
categorizada como benzenosulfonamida (LIMA et al., 2021). Esses inibidores séo

apresentados na Figura 24.
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Figura 24 - Inibidores contra PCM.
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Legenda: Inibidores contra a PCM testados em diversas trabalhos.
Fonte: O Autor.
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3.1.2 Gliceraldeido-3-fosfato desidrogenases: Aspectos Gerais

Gliceraldeido-3-fosfato desidrogenases (GAPDHs) (EC 1.2.1.12) sé&o
enzimas oxidorredutases essenciais para a glicolise, que é a principal via de
degradacdo de carboidratos em organismos eucariotos. A enzima esta localizada no
citosol, na superficie mitocondrial e no nucleo, € na verdade participante de vérias
vias metabdlicas importantes, como da primeira etapa da glicolise, do catabolismo
da frutose, das vias da pentose fosfato e do metabolismo do glicerol; também esta
associada a respiracdo e as vias do glioxilato e do &acido tricarboxilico citrico
(FELIPE et al., 2005; TRISTAN et al., 2011).

A enzima GAPDH tem diversidade de funcBes que envolvem o reparo de
DNA, reconhece sequéncias e caracteristicas estruturais do tRNA, portanto, a
enzima participa em sua exportagcdo do nucleo, fusdo proteica e transporte de
membrana, da dindmica do citoesqueletos dos microtibulos e da morte celular
apoptotica por translocacédo nuclear (HARA et al., 2005; KOSOVA; KHODYREVA;
LAVRIK, 2017; KUMAGAI; SAKAI, 1983; LIAUD et al., 2000; SINGH; GREEN, 1993;
TISDALE, 2001).

A enzima aqui proposta se encontra no citoplasma. Fundamentalmente
existe como uma isoforma tetramérica composta por quatro subunidades idénticas
de aproximadamente 37 kDa, cada uma com um unico grupo tiol catalitico. GAPDH
converte gliceraldeido-3-fosfato em 1,3-bisfosfo-D-glicerato, nas presencas de
nicotinamida adenina dinucleotideo (NAD*) e fosfato inorganico, e medeia a
formacéo de NADH e adenosina trifosfato (ATP). (Figura 25).

Figura 25 - Esquema geral de reacgédo catalisada por Gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase GAPDH.
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Fonte: O autor, baseado em (TRISTAN et al., 2011).
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Algumas GAPDHs que foram usadas nesta pesquisa envolvem diversidade
de funcionalidades e pertencem a diferentes reinos da natureza, nao obstante
comvarias caracteristicas similares a PIGADPH, como apresenta-se na Figura 26.

Figura 26 - GAPDHSs depositadas no PDB e usadas neste trabalho.

GAPDH somatica GAPDH espermatica GAPDH de
de Homo sapiens de Homo sapiens Candida albicans

GAPDH de GAPDH de GAPDH de
Kluyveromyces marxianus Saccharomyces cerevisiae Schistosoma mansoni

GAPDH de GAPDH de GAPDH de
Escherichia coli Spinacea oleracea

GAPDH de GAPDH de GAPDH de
Escherichia coli Cryptosporidium parvum Streptococcus agalactiae

Legenda: Gliceraldeido-3-fosfato desidrogenases depositadas no PDB. A. HsGAPDH - PDB ID:
1U8F; B. HsGAPDH - PDB ID: 3H9E; C. CaGAPDH - PDB ID: 7U4S; D. KmGAPDH - PDB ID: 2I5P;
E. ScCGAPDH - PDB ID: 4I1Q8; F. SMGAPDH - PDB ID: 7JHO; G. TcGAPDH - PDB ID: 4LSM; H.
EcGAPDH - PDB ID: 1S7C; I. SoOGAPDH - PDB ID: 1RM4; J. ECGAPDH - PDB ID: 7C5M; K.
CpGAPDH - PDB ID: 3CIF e L. SaGAPDH - PDB ID: 5JYA. Figura criada com Chimera X.

Fonte: O autor.
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Finalmente, cabe mencionar que a enzima GAPDH de P. lutzii (PIGAPDH) é
considerada uma enzima moonlighting que, em termos explicados por Jeffery (1999),
descreve aquelas proteinas que tém multiplas fungcdes numa célula ou organismo e
excluiu proteinas que séo o resultado de fusbes génicas, proteinas homodlogas, mas
nao idénticas, variantes de splice, proteinas cujas modificacdes pos-traducdo podem
variar e proteinas que tém uma Unica funcdo, mas podem operar em locais

diferentes ou utilizar diferentes substratos.

3.1.2.1 Gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase de Paracoccidioides lutzii

Freitas e Silva et al. (2019) fizeram a caracterizacdo do interactome da
proteina Gliceraldeido-3-fosfato  desidrogenase de Paracoccidioides lutzii
(PIGAPDH) de maneira experimental, em diferentes fases de P. lutzii. Nessa
pesquisa, identificaram 207 proteinas que interagem com GAPDH. Entre essas
interacdes, 30 (14,5%) ocorreram no micélio, 69 (33,3%) na transicdo micélio para
levedura e 108 (52,2%) nas células de levedura, que participam tanto das vias como
a glicolise quanto do &cido tricarboxilico citrico. Ademais, nessa mesma pesquisa,
obtiveram os seguintes resultados:

a) Na fase de micélio, ligaram-se 18 proteinas a PIGAPDH. Sua
classificacéo biologica inclui metabolismo (28%), energia (28%), sintese de proteinas
(11%), destino de proteinas (5%), resgate celular, defesa e viruléncia (5%),

biogénese de componentes celulares (5%) e proteinas hipotéticas (18%) (Figura 27).
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Figura 27 - Interagdes metabdlicas na fase de micélio de P. lutzii.
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Fonte: (FREITAS E SILVA et al., 2019)

b) Na transicdo de micélio para levedura, identificaram-se 54 proteinas
interagindo com PIGAPDH. Elas estéo relacionadas ao metabolismo (33%), energia
(17%), ciclo celular e processamento de DNA (22%), destino da proteina (17%) e
proteinas hipotéticas (11%). (Figura 28)



Figura 28 - InteracBes metabdlicas na transicdo de micélio para levedura de P. lutzii.
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c) Na fase de levedura, encontraram-se 26 proteinas que interagem

PIGAPDH, relacionadas ao metabolismo (19%), energia (23%), ciclo celular e

processamento de DNA (4%), sintese de proteinas (11%), proteina destino (12%),

transporte celular (4%), transducdo de sinal (4%) e proteinas hipotéticas (23%).

(Figura 29)

Figura 29 - InteragBes metabdlicas na fase de levedura de P. lutzii.
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Sao, segundo os autores, 207 proteinas que interagem com PIGAPDH, o
que reflete seu amplo espectro de funcionalidade e a caracteriza como uma proteina
de multiplas fun¢des (moonlighting protein). Ademais, interage com varias proteinas
que envolvem diversos processos metabdlicos, como sensibilidade aos niveis
intracelulares de ATP e regulacdo de proteinas mitocondriais e nucleares.

Na pesquisa de Desjardins et al. (2011) foram desvendadas vérias vias
metabdlicas de P. lutzii, que tém ao redor de 9.132 genes codificadores de
proteinas, entre elas, PIGAPDH (EC 1.2.1.12). Na Figura 30 pode-se observar que

ela participa da via glicolitica desse fungo patogénico.



Figura 30 - InteragBes metabdlicas gerais de P. lutzii.
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Finalmente, o estudo estrutural da enzima PIGAPDH foi o objetivo deste

trabalho, a fim de se encontrar diferengas e/ou semelhancas estruturais de GAPDHs

de outros organismos patogénicos relacionados a doencgas negligenciadas, de forma

qgue o conhecimento dessa estrutura possa guiar o desenvolvimento de farmacos

através do desenho racional baseado em estrutura.
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3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
e Transformar, pela insercdo da construcdo pET-28a/PIGAPDH, células
competentes de E. coli;
e Determinar as condicfes de expressao e purificacao;

e Encontrar as condicbes de cristalizacdo da PIGAPDH com qualidade

adequada para resolucéo da estrutura por difracédo de raios X;

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

e Estabelecer comparacdes estruturais com proteinas homélogas.

3.3 MATERIAIS E METODOS

3.3.1 Procedimentos Experimentais

3.3.1.1 Planejamento do vetor de expressao da enzima PIGAPDH

O gene que codifica PIGAPDH (numero de acesso UniProt Q8X1X3)

(BATEMAN et al., 2021) foi sintetizado e inserido no vetor de expressao pET-28a(+)
pela empresa Synbio Technologies (https://www.synbiotech.com/). Decidido o

plasmideo, o estudo continuou com a selecdo das enzimas de restricdo que nao
clivassem a sequéncia de nucleotideos do gene e que fossem compativeis com a
sitio de clonagem multipla do plasmideo escolhido, apoiado pelo programa
NEBcutter (versdo 2.0) (VINCZE; POSFAI; ROBERTS, 2003).

Assim, utilizaram-se os sitios de restricdo tal que a purificacdo da proteina
de interesse foi facilitada ja que foi produzida com uma sequéncia de cauda “his-tag”
no N-terminal, que poderia, entretanto, ser posteriormente retirada a partir de
clivagem com a enzima trombina.

A sequéncia de aminoacidos desta enzima foi submetida a analise pelo
servidor XTalPred (JAHANDIDEH; JAROSZEWSKI; GODZIK, 2014; SLABINSKI et
al., 2007)..


https://www.synbiotech.com/
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3.3.1.2 Transformacao de bactérias tratadas por quimiocompeténcia

O procedimento para transformacdo das bactérias tratadas por
guimiocompeténcia foi o citado no item 1.3.1.2 do capitulo 1.
3.3.1.3 Expresséao

Os experimentos de expressdo foram os citados no item 1.3.1.3 do capitulo
1, com a adicdo de que os testes foram também realizados com o meio de cultura
com lactose proposto por Studier (2005) que, por sua vez, ndo precisa de um agente
indutor como IPTG. Esse de cultivo foi incubado a 37 °C sob agitacdo de 180 rpm
por 22 h.

As culturas de células obtidas em cada teste de condicdo foram
centrifugadas por 20 min a 6.000 rpm e 4 °C. O sobrenadante foi descartado e o
precipitado foi ressuspendido em 10 mL de tampéao de lise (20 mmol L' CHES, 200
mmol Lt NaCl e 20 mmol L* Glicerol, pH 9,3). Posteriormente, este material foi
submetido a quinze ciclos de 1 min de pulsos de sonicacdo em banho de gelo (30 s
a 30% de poténcia ligado e 30 s desligado, em banho de gelo).

Apés a ruptura celular, a amostra, referente a 20 mL de cultura, foi
submetida a centrifugacdo a 15.000 rpm por 20 minutos a 10 °C. A andlise dos
resultados foi realizada por SDS-PAGE (12%) (SAMBROOK; RUSSEL, 2001)
conforme descrito no item 1.3.1.2.
3.3.1.4 Purificacdo por cromatografia de afinidade

Para a purificacdo da proteina, o precipitado celular (pellet) de 800 mL de
cultura celular autoinduzida com lactose foi ressuspenso em 80 mL de tampé&o de
lise (20 mmol Lt CHES, 200 mmol L' NaCl e 20 mmol L* Glicerol, pH 9,3) e
submetido a quinze pulsos de sonicacdo (30 s a 30% de poténcia ligado e 30 s
desligado, em banho de gelo). ApGs a ruptura das células, as quatro amostras, de 20
mL cada, foram submetidas a centrifugacdo por 20 min a 15.000 rpm e 10 °C.
Ressalta-se que o tampdo CHES mostrou-se essencial para a estabilidade da
proteina em solugdo durante a concentragdo com o dispositivo Vivaspin ® 6 (GE
Healthcare) (com limite de retencdo para a membrana de 10 kDa).

A proteina foi entdo purificada por cromatografia de afinidade para niquel
(Ni*) que estava imobilizado em uma coluna de Sepharose (HisTrap ® FF crude,
GE Life Sciences) com volume de 1 mL. A enzima recombinante foi eluida dentro de

um gradiente de imidazol adicionado ao tampéao de eluicdo (20 mmol L** CHES, 200
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mmol Lt NaCl e 20 mmol L* Glicerol, pH 9,3). No gradiente, a concentracdo de
imidazol variou de 0 a 500 mmol L' em 10 volumes de coluna, e a cromatografia
completa compreendeu 115 volumes de coluna. As fracdes coletadas foram de 1 mL
por tubo sob fluxo de 0,5 mL mint. Os resultados da purificacdo foram analisados
por SDS-PAGE (SAMBROOK; RUSSEL, 2001) e com a ajuda do programa ImageJ
(SCHNEIDER; RASBAND; ELICEIRI, 2012).

3.3.1.5 Cristalizacao da PIGAPDH

A concentracdo da enzima, diretamente de uma série de corridas de
cromatografia, variou entre 2-11 mg mL?* conforme quantificado pelo método de
Bradford (1976), e, entdo, a enzima foi concentrada ou usada imediatamente para
ensaios de cristalizacdo, em alguns casos adicionada de cofator NAD*. Em geral, o
uso do tampédo CHES foi essencial para evitar a precipitacdo imediata de proteinas

durante a concentracdo. Os ensaios seguintes foram montados:

i) Manualmente por difusdo de vapor de gota suspensa (MCPHERSON;
GAVIRA, 2014) na cémara de cristalizagdo da Universidade Estadual de
Ponta Grossa (UEPG). Assim, foram testados os kits comerciais de
cristalizacdo Morpheus, JCSG+ Suite, PGA Screen e MIDAS do fabricante
Molecular Dimensions e Crystal Screen da Hampton Research. Para cada
ensaio, misturaram-se 1,0, 1,5 e 2,0 uL de solucédo precipitante com 2,0, 1,5 e
1,0 pL de solugéo da enzima, para dar uma gota com volume total de 3,0 L,
que foram deixados equilibrar com 300 uL da solugdo do pogo, mas,
especificamente para o Morpheus, foram usados somente 52 pL da solugao
no pogo. Algumas otimizagbes de ensaios de cristalizagdo, como
modificacdes de pH e concentracdo de precipitantes, também foram feitas
(MCPHERSON; CUDNEY, 2014) nessas condicdes. Os ensaios foram
mantidos a 18 °C e as inspecdes para identificacdo dos cristais foram

realizados a cada 24 h. No total, foram testadas 432 condigdes.

i) No rob6 pipetador Mosquito (TTPLabTech) por difusdo de vapor de gota
sentada (MCPHERSON; GAVIRA, 2014) no Laboratério de Biologia Estrutural
e Engenharia de Proteinas (LBEP) do Instituto Carlos Chagas (ICC)-Fiocruz
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Curitiba. Foram utilizados os seguintes kits comerciais de cristalizag&o:
“Crystal Screen” e "JCSG+ Suite”, dos fabricantes Hampton Research e
Molecular Dimensions, respectivamente. Para estes ensaios, misturaram-se
150, 225, 300 nL de solucéo precipitante com 300, 225, 150 nL de solucéo da
enzima, para dar uma gota com volume total de 450 nL, que foram deixados
equilibrar com 50 pL da solucdo do pogo. Os ensaios de cristalizacdo foram
mantidos a 18 °C e as inspecdes para identificacdo dos cristais foram

realizados a cada 24 h. No total foram testadas 96 condicoes;

iii) No rob6 HoneyBee 963 (Digitallab) por difusdo de vapor de gota sentada
(MCPHERSON; GAVIRA, 2014) no LNBio (Laboratorio Nacional de
Biociéncias do Brasil). Foram utilizados os seguintes kits comerciais de
cristalizagdo: "Crystal Screen HT”, "JCSG+ Suite”, “PACT Suite”, "Precipitant
Synergy", “SaltRx HT” e “Wizard Screens | e II” dos fabricantes Hampton
Research, Nextal/Qiagen, Nextal/Qiagen, Emerald BioSystems, Hampton
Research e Emerald BioSystems, respectivamente. Para estes ensaios,
misturaram-se 0,4 pL de solugdo precipitante com 0,4 pL de solugcdo da
enzima, para dar uma gota com volume total de 800 nL, que foram deixados
equilibrar com 200 pL da solugao do pogo. Os ensaios de cristalizagdo foram
mantidos a 4 e 18 °C e as inspec¢fes para identificacdo dos cristais foram
realizadas de acordo com o protocolo estabelecido pelo LNBio pelo analisador
de imagens Rock Imager 1000 (Formulatrix). No total, foram testadas 552

condicbes em cada uma das temperaturas.

Para alguns dos ensaios de cristalizacdo, a enzima foi concentrada por
centrifugacédo a 7000 rpm em dispositivo Vivaspin ® 6 (GE Healthcare) (com limite
de retencéo para a membrana de 10 kDa)
3.3.1.6 Coleta de dados

Os dados de difracao de raios X foram coletados no comprimento de onda
de 0,97718 A a 100 K usando a fonte de radiacdo sincrotron (Sirius) na estacéo
Manaca (CNPEM - LNLS), localizada em Campinas, Estado de Sao Paulo. O cristal
foi retirado da gota com um cryoloop e resfriado diretamente em uma corrente de

nitrogénio a 100 K uma vez que a condicao de cristalizac&o ja era crioprotetora.
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3.3.2 Procedimentos Computacionais

3.3.2.1 Determinacao da estrutura por difracdo de raios X

3.3.2.1.1 Processamento das imagens

A indexacéo e integracdo foram realizadas com o pacote DIALS (BEILSTEN-
EDMANDS et al., 2020), enquanto o escalonamento foi executado com o programa
aimless do pacote CCP4 (WINN et al., 2011).

Apls este procedimento, a ferramenta xtriage no programa PHENIX

(ADAMS et al., 2011) foi utilizada para identificar eventuais patologias cristalinas.

3.3.2.1.2 Faseamento inicial por substituicdo molecular

Estruturas de proteinas homologas para alinhamento e comparacdes
estruturais foram selecionadas com base em uma pesquisa com a ferramenta
BLAST (ALTSCHUL et al., 1990). Um critério empregado foi selecionar estruturas
representativas de cada reino de seres vivos, maior resolugdo, cobertura e
porcentagem de identidade, com preferéncia de organismos parasitas, mas incluindo
todos os fungos. Depois da sele¢cdo de uma destas estruturas homologas para a
substituicdo molecular, a sequéncia desta e da PIGAPDH foram alinhadas com o
programa T-Coffee (NOTREDAME; HIGGINS; HERINGA, 2000) com o modo default.
O alinhamento gerado foi usado como entrada no programa Chainsaw (STEIN,
2008) com o modo "maxi”, de tal maneira que se conservasse 0 humero maximo de
atomos comuns aos residuos da estrutura alvo e do modelo. Para estabelecer as
funcdes de rotacdo e translacdo, utilizou-se o programa Phaser (MCCOY et al.,
2007).

3.3.2.1.3 Modelagem e refinamento

Nos procedimentos para a modelagem e refinamento, a estrutura da
PIGAPDH foi inicialmente submetida ao programa Phenix.autobuild (AFONINE;
GROSSE-KUNSTLEVE; ADAMS, 2005), o qual empregou fatores de estrutura e

dados de incertezas obtidas do modelo de partida resultante da substituicdo
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molecular.

Para completar e refinar as posi¢cdes atdmicas do modelo obtido por difracéo
de raios X, utilizou-se um processo interativo com os Programas Phenix.refine
(AFONINE; GROSSE-KUNSTLEVE; ADAMS, 2005) e COOT Crystallographic
Object-Oriented Toolkit (EMSLEY; COWTAN, 2004). Os mapas empregados para
visualizagao foram Fourier diferenca mFo-DFc e densidade eletronica 2mFo-DFc.

3.3.2.1.4 Validacéo do modelo final

Os programas usados para a validacdo da estrutura foram: Molprobity
(CHEN et al., 2010), ValidationPDB (WESTBROOK et al.,, 2003), Whatcheck
(HOOFT RW et al., 1996) e Procheck (LASKOWSKI et al., 1993). Finalmente, foi
empregado o programa Mapman (KLEYWEGT; JONES, 1996) para o calculo dos
indices de ajuste na densidade eletrbnica, RSR (valor residual no espaco real) e

RSCC (valor do coeficiente de correlacédo no espaco real).

3.3.2.2 Andlises e comparacdes estruturais

3.3.2.2.1 Topologia da Estrutura da PIGAPDH

A estrutura da PIGAPDH foi submetida ao servidor Pro-Origami (STIVALA et
al., 2011) para produzir a imagem da topologia com o0s elementos da estrutura

secundaria.

3.3.2.2.2 Alinhamento das sequéncias de aminoacidos e analises da conservagéo de
residuos e de contatos das proteinas com os ligantes acido D-galactbnico, cofator
NAD™ e ion sulfato

As ligagBes de hidrogénio do ligante Acido D-Galacténico GAA (Codigo de 3
letras do PDB: JOM), cofator NAD* (Cddigo de 3 letras do PDB: NAD) e ion sulfato
(Caodigo de 3 letras do PDB: SO4) foram representadas com o programa LIGPLOT
(LASKOWSKI; SWINDELLS, 2011) em 2D e UCSF Chimera X (PETTERSEN et al.,
2021) e PyMOL (DELANO, 2002) em 3D.

Estruturas de proteinas homodlogas para alinhamento e comparactes
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estruturais foram selecionadas com base em uma pesquisa com a ferramenta
BLAST (ALTSCHUL et al.,, 1990). Os critérios empregados foram selecionar
estruturas representativas de cada reino de seres vivos, considerar maior resolucao,
cobertura e porcentagem de identidade, focalizar organismos parasitas e incluir
todos os fungos. O alinhamento entre as sequéncias foi obtido com o programa T-
Coffee (NOTREDAME; HIGGINS; HERINGA, 2000) e teve pequenas modificacdes
manuais. Foi visualizado com o programa ALINE (BOND; SCHUTTELKOPF, 2009),
no qual os elementos da estrutura secundaria foram representados conforme
calculados pelo programa DSSP (KABSCH; SANDER, 1983). A conservagao dos
residuos foi colorida de acordo com a convencdo de Alscript Calcons (BARTON,
1993).

Finalmente, o servidor web ConSurf (ASHKENAZY et al., 2016) foi usado
para mapear na estrutura PIGAPDH a conservacao de sequéncias entre todas as de
GAPDHSs disponiveis até 0 momento (286) no banco UNIPROT (BATEMAN et al.,
2021). O servidor scorecons foi usado para apontar posicdes nas quais as
sequéncias de residuos séo exclusivas de PIGAPDH (VALDAR, 2002).

3.3.2.2.3 Andlises e comparacdes dos sitios Ps, Pi, novo Pi e GAA entre estruturas

de proteinas homélogas

A superposicdo foi realizada com o programa MultiProt (SHATSKY;
NUSSINOV; WOLFSON, 2004).

3.4 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.4.1 Procedimentos Experimentais
3.4.1.1 Planejamento do vetor de expressao da enzima PIGAPDH

Os sitios de restricdo Nhel e Xhol foram indicados para a insercdo do gene
alvo de PIGAPDH no plasmideo pET-28a(+). Esse planejamento permitiu que na
sequéncia inicial da proteina clonada fosse adicionado um pequeno namero de

aminoacidos na regido N-terminal, a chamada cauda ‘his-tag”, que pode ser

excisada ap0s a expressao da proteina mediante hidrolise pela enzima trombina.
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Estudos computacionais relacionados com a probabilidade de cristalizagéo
da proteina pelo servidor XTalPred (SLABINSKI et al., 2007) mostraram que
PIGAPDH tem uma otima probabilidade de cristalizagcdo com valor um (1) numa
escala de um até cinco (1-5) pelo "Expert pool crystallizability class" apresentada na

Figura 31.

Figura 31 - Expert pool crystallizability class estabelecido no servidor XtalPred para PIGAPDH
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Legenda: Resultados obtidos no servidor XtalPred
Fonte: O autor.

3.4.1.2 Expressao

A sequéncia de aminoacidos da enzima PIGAPDH produzida foi submetida a
andlise do servidor ProtParam (EXPASY Proteomics Server) (GASTEIGER et al.,
2005), que calculou a massa molecular de 36,47 kDa (338 residuos de
aminoacidos), mas com a inclusdo de 6 residuos de histidina e seus conectores
(genes) da his-tag, calculou a massa molecular de 37,29 kDa (344 residuos de
aminoacidos).

Através da andlise por SDS-PAGE (SAMBROOK; RUSSEL, 2001), foi
possivel observar a banda de expresséao, a partir dos testes a 37 °C com 3,6 e 16 h
de inducéo nas concentracdes de IPTG de 0,10, 0,25, 0,50 e 1,00 mmol L. A banda
identificada tem em torno de 37 kDa, compativel com o resultado calculado no
ProtParam (GASTEIGER et al., 2005). Na sequéncia, foi realizado novo teste de
expressdo, agora usando a indugdo com lactose no préprio meio de cultura (auto-
inducéo) (STUDIER, 2005), a temperatura de 37 °C por 22 h. Deste ensaio, no gel
foram observadas a diferenca significativa na concentracéo de proteinas expressas
especialmente nas bandas na altura dessa massa molecular ao se comparar
bactérias transformadas e néo transformadas. A anadlise eletroforética do

experimento da expressao realizada a 37 °C por 16 h e induzida com 0,5 mmol L1 de
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IPTG ilustra tal fato (Figura 32).

Figura 32 - Eletroforegrama SDS-PAGE 12% referente ao teste de expressédo a 37 °C com 16 h de
inducéo e 0,5 mmol L* de IPTG para a enzima PIGAPDH.
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Legenda: MMM: Marcador de Massa Molecular; Raia 1: Células transformadas - fracdo precipitada;
Raia 2,3: Células Transformadas- fracdo solluvel; Raia 4-9: Fracdes da cromatografia da proteina
expressada.

Fonte: O autor.

A partir destes testes iniciais, foi possivel concluir que houve a expressao da
enzima PIGAPDH. Assim, apds a otimizacdo das condi¢des de expressao, definiu-se
que a melhor condicdo para expressar a proteina foi 0 meio com lactose e com
canamicina a 30 yg mL* a 37 °C por 22 h de indugéo (Figura 33).

Figura 33 - Eletroforegrama SDS-PAGE 12% referente ao teste de expressdo a 37 °C com 22 h de
autoinducdo com lactose.

MMM 9
66 kDa _____
-
56 kba —— -
37 kDa

30kpa —
|-

Legenda: MMM: Marcador de Massa Molecular; Raia 1: Células transformadas - fracao precipitada;
Raia 2,3: Células Transformadas - fracao sollvel; Raia 4-9: Fragcbes da cromatografia da proteina
expressada.

Fonte: O autor.
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3.4.1.3 Purificagao por cromatografia de afinidade

PIGAPDH foi purificada por cromatografia de afinidade; um resultado
representativo € mostrado na (Figura 34-A) proveniente de (quatro) injecdes diretas
do sobrenadante da centrifugacdo, em que a proteina foi eluida durante um
gradiente de imidazol (20 mmol L't CHES, 200 mmol Lt NaCl, 20 mmol L Glicerol e
500 mmol L de imidazol, pH 9,3) na concentracéo de 81 mmol L* a 370 mmol L.
As analises de algumas fracdes resultantes estdo na imagem do gel de eletroforese
(Figura 34-B). O programa ImageJ (SCHNEIDER; RASBAND; ELICEIRI, 2012)
estimou cerca de 98% de pureza das fracdes 101 a 108; assim, a partir desta
cromatografia, as fracbes com maior concentracdo, 103-105, foram direcionadas
para ensaios de cristalizacdo, sendo concentrada previamente, e levou aos melhores
cristais difratores.

Ensaios anteriores, nos quais a lise celular e a cromatografia de afinidade
subsequente foram realizadas com tampdes Tris ou Fosfato, levaram a precipitacédo
imediata de proteinas; finalmente, verificou-se que o tampao CHES com um pH 9,3
adicionado de glicerol a uma concentracdo de 20% estabiliza as proteinas em
solucéo.

Figura 34 - (A) Cromatograma das fracbes eluidas durante a purificacdo da PIGAPDH por
cromatografia de afinidade. (B) Eletroforegrama SDS-PAGE 12% das frag6es da cromatografia por
afinidade.
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Legenda: A) A linha azul representa a absorbancia (mAU) enquanto que a vermelha representa a
concentracao de imidazol. B) MMM: Marcador de Massa Molecular; demais nimeros acima das raias
correspondem as fracdes obtidas na cromatografia, de 101 até 108. Foram aplicados 10 pyL de
solugédo proteica por raia.

Fonte: O autor.

3.4.1.4 Cristalizagéo da PIGAPDH

Inicialmente a PIGAPDH foi purificada com os tampdes e aditivos i) 20 mmol
L Tris-HCI, 200 mmol Lt NaCl, 10 mmol L Glicerol e 500 mmol L de imidazol pH
7,9 e ii) 20 mmol L't Na2HPOa4, 200 mmol L't NaCl, 10 mmol L Glicerol e 500 mmol
Lt de imidazol, pH 6,2. A proteina precipitava em algumas horas apés a purificacao;
procurou-se, assim, realizar alguns ensaios manuais de cristalizacdo rapidamente,
logo apds a purificagdo. Desta maneira foram realizados ensaios de cristalizacao
como os kits comerciais Crystal Screen, da Hampton Research®, e Morpheus
Gorrec (2009), MIDAS e JCSG+ Suite, da Molecular Dimensions®, com a enzima
PIGAPDH a 2,2 mg mL.

Foi observada a formacédo de cristais na condicdo 7 do kit Morpheus, na
condicao 79 do kit JCSG+ e na condicdo 16 do kit Crystal Screen (Tabela 3).
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Tabela 3 - Condi¢Bes em que se obtiveram cristais.

Numero de Composicao
Condicao - Kit

0,06 M Cétions Divalentes, 0,1 M Solugdo Tampéo 2

7 - Kit Morpheus | pH=7,5, 20% V/V Glicerol, 10% m/V PEG 4000.

79 - Kit JCSG+ 10% V/V 2-propanol, 0,1 M cacodilato de sédio pH 6,5

0,2 M Acetato de zinco

16 - Kit Crystal 0,1 M HEPES de Sdodio pH 7,5, 1,5 M Sulfato de Litio
Screen

Fonte: O autor.

Figura 35 - Cristais obtidos nos ensaios iniciais de cristalizag¢&o.

A
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Legenda: A) Cristais obtidos com o kit Morpheus — condi¢éo 7. B) Cristais obtidos com o kit JSCG+ —

condicéo 79. C) Cristais obtidos com o kit Crystal Screen — condi¢c&o 16. Fonte: O autor.

Foram selecionados 3 cristais representativos de cada uma das condi¢cdes
de cristalizacdo mencionados na tabela 3 (Figura 35) e submetidos a estacéo
experimental Manaca do sincrotron Sirius numa viagem feita para Campinas - SP
em Julho de 2021. Entretanto, os cristais eram policristais de sal. Porém novos
refinamentos ou otimiza¢des variando o pH e concentracdo dos componentes dos
cristais de acordo com os procedimentos planteados por McPherson e Cudney
(2014) continuaram sendo feitos, mesmo antes de se saber que esses cristais eram
de sais.

Adiante, frente ao insucesso desses experimentos e com o fim de aumentar
a estabilidade da proteina por mais tempo devido a sua precipitacdo, cogitou-se
mudar o tampao como teste de purificagéo, isto porque somente se fizeram ensaios
de purificacdo com tampdes abaixo do Ponto Isoelétrico (Pl) da enzima PIGAPDH,
estimado em 8,29 pelo servidor ProtParam (EXPASY Proteomics Server)
(GASTEIGER et al., 2005). Dessa maneira, foram usados o0s tampdes para
cromatografia, de ligagdo: 20 mmol L* CHES, 200 mmol L' NaCl, 20 mmol L*
Glicerol, pH 9,3, de eluicdo: 20 mmol L* CHES, 200 mmol L* NaCl, 20 mmol L*
Glicerol e 500 mmol L* de imidazol, pH 9,3. Assim, a enzima PIGAPDH foi obtida
com sucesso e com maior estabilidade, o que permitiu concentrad-la por
centrifugacdo a 7000 rpm em dispositivo Vivaspin ® 6 (GE Healthcare) até uma
concentracdo de 8,2 mg mL™.

Logo, fizeram-se novos ensaios de cristalizacdo, observando-se a formacgéo
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de cristais numa proporcao 1:1 (1,5 puL de solugéo da enzima PIGAPDH e 1,5 uL de
solugéo precipitante) em que se acrescentou 0,22 mM NAD* na condi¢céo 39 do kit

Structure Screen (Tabela 4).

Tabela 4 - Condi¢c6es em que se obtiveram cristais da PIGAPDH.

Numero de Composicao
Condicao- Kit
39 - Kit Structure | 0,2 M Sulfato de Amonio, 0,1 M Acetato de Sédio pH 4,6,
Screen 30% W/V PEG 2000 MME

Fonte: O autor.

Foram submetidos 2 cristais representativos da condi¢cdo de cristalizacao
mencionada na tabela 4 (Figura 36) a estacdo experimental MANACA do sincrotron

Sirius numa viagem feita para Campinas - SP em Novembro de 2021.

Figura 36 - Cristais obtidos nos experimentos de cristalizacéo.

Legenda: Cristais obtidos com a utilizacdo do kit Structure Screen — condicdo 39, citada na Tabela 4.
Enzima PIGAPDH a 8,2 mg mL%.
Fonte: O autor.

Devido a aparéncia dos cristais, cogitou-se serem de sais, porém, eles
cristais difrataram como de proteina e possibilitaram a coleta de um conjunto
completo de dados de difracdo de raios X, embora inicialmente na resolucao de 2,9

A

Mas, ainda antes da viagem para o sincrotron Sirius, aperfeicoou-se o
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método de purificacdo como descrito no item 3.4.1.4, tal que a enzima PIGAPDH foi
concentrada por centrifugacdo a 7000 rpm em dispositivo Vivaspin ® 6 (GE
Healthcare) atingindo uma concentragdo de 11 mg mL™*. Logo, foram feitos os
experimentos de cristalizacdo automatizados no ICC-Fiocruz Curitiba e observou-se
a formacao de cristais numa proporcao 2:1 (300 nL de solucédo da enzima PIGAPDH
e 150 nL de solugédo precipitante) co-cristalizada com 0,30 mM NAD* e com a
mistura 0,30 Mm NAD* e 0,30 mM Acido Ascorbico (VC), na condicdo 45 do kit
JSCG+, descrita na tabela abaixo (Tabela 5).

Tabela 5 - Condig6es em que se obtiveram cristais da PIGAPDH.

Numero de Composicéao
Condicao - Kit

45 - Kit JISCG+ 0,2 M Sulfato de Amobnio, 25,5 W/V PEG 4000

Fonte: O autor.

Foram selecionados 2 cristais representativos da condicdo de cristalizagéo
mencionada na Tabela 5 (Figura 37) e levados a estacéo experimental MANACA do
sincrotron Sirius na mesma viagem feita para Campinas - SP em Novembro de
2021.

Figura 37 - Cristais de PIGAPDH obtidos nos experimentos de co-cristalizacao.

Legenda: A escala completa (100 divisBes) corresponde a 1 mm. A seta indica o cristal usado para
coleta de dados.
Fonte: O autor.
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Esses cristais dos dois ensaios de co-cristalizacdo difrataram e
possibilitaram a coleta de conjuntos completos de dados de difracdo de raios X,
sendo trés que totalizam 10800 imagens somente o cofator NAD".

Buscando maior resolucéo e novos ligantes, neste caso, acido ascorbico, de
uma amostra da proteina numa concentragcdo de 10 mg mL* foram feitos os
experimentos de cristalizagdo automatizados no LNBio e observou-se a formacéo de
cristais numa proporcao 1:1 me dez condi¢cdes diferentes (0,4 uL de solugdo da
enzima PIGAPDH e 0,4 uL de solugéo precipitante), co-cristalizada com 0,28 mM
NAD* e com a mistura 0,28 mM NAD* e 0,28 mM Acido Ascérbico (VC). A
composicdo destas condi¢cdes descrevem-se na tabela abaixo (Tabela 6 e Figura
38).

Tabela 6 - Condicbes em que se obtiveram cristais.

Numero de Composicao
Condicao - Kit
Kit Synergy, Kit5, | 20% (V/V) Isopropanol, 0,2 M Citrato de amonio/acido
103 citrico pH 7,5, 15% (W/V) PEG 3350
Kit Synergy, Kit 6, | 15% (V/V) Isopropanol, 0,2 M Citrato de amonio/acido
136 citrico pH 4,5, 25% (W/V) PEG 3350

Kit JCSG+, 21 0,1 M Citrato pH 5,0, 20 % W/V PEG 6000

Kit JCSG+, 40 0,2 M Sulfato de litio, 0,1 M Acetato de sédio pH 4,5, 30%
W/V PEG 8000

Kit Crystal Screen, 1 | 0,02 M Cloreto de calcio dihidratado, 0,1 M de acetato de
sédio tri-hidratado pH 4,6, 30% V/V (+/-) 2-Metil-2,4-
pentanodiol

Fonte: O autor.



Figura 38 - Cristais de PIGAPDH obtidos nos experimentos de co-cristalizagdo no LNBio
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Fonte: O autor.

3.4.2 Procedimentos Computacionais

3.4.2.1 Determinacao da estrutura por difracdo de raios X

3.4.2.1.1 Coleta de dados e Processamento das imagens

Fizeram-se 3 coletas de 3600 imagens do mesmo cristal. Assim, 10.800
imagens de difragdo foram processadas a resolucédo de até 2,02 A e indicaram o
grupo de espaco como sendo 14122, com parametros de cela a = 118,71, b = 118,71,
c = 158,30 A. O refinamento pode ser realizado para os indices finais de Rwork =
16,48% e Riee = 19,64%. A estrutura esta depositada no PDB com cédigo 8DES.
Estatisticas do processamento de dados, do refinamento e alguns parametros de
validacéo da estrutura sdo mostrados na Tabela 7.

A unidade assimétrica contém um monémero de massa molecular total
37290 Da, consequentemente, o coeficiente de Matthews (MATTHEWS, 1968)

calculado foi 3,69 A3/Da, com teor de solvente de 66,64% estimado no servidor
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(https://www.ruppweb.org/mattprob/default.ntml). Para o corte de resolugédo, foram

levados em consideracdo os valores dos indices de completeza, relagdo sinal/ruido
<l/o(1)>, Rmerge, Rmeas € 0 coeficiente de correlagéo entre conjuntos de dados apos o
escalonamento (CCy2) (BEILSTEN-EDMANDS et al., 2020).


https://www.ruppweb.org/mattprob/default.html

Tabela 7 - Estatisticas da coleta de dados e refinamento

Dados do cristal

PDB ID

Comprimento de Onda (A)

Faixa de resolucéo (A)
Grupo de espaco
Cela Unitéria

Dimensdes da cela unitéria a, b, ¢ (A)

N°. total de reflexdoes
N°. de reflexdes Unicas

8DES
0,97718

83,94-2,02 (2,05-2,02 A)

14,22

118,71, 118,71, 158,30

2.114.099 (48.250)
37.329 (1,814)

90

Multiplicidade 56,6 (26,6)
Completeza (%) 100,0 (100,0)
Média [I/o(1)] 10,4 (1,1)
Wilson B-factor (A) 35,362
Rmerge (%0) 60,6 (376,7)
Rpim (%0) 7,4 (74,2)
CCu2 (%) 99,8 (37,2)
Refinamento

Rwork (%0) 16,48

Riree (%0) 19,64
Monémeros por Unidade Asimétrica 1

Numero de Residuos de Proteina 338
Numero de atomos que néo sao de Hidrogénio
Total 3.093
Macromoléculas 2.581
Solvente 414

Fator B médio

Global (A? 49,411
Macromolécula (A?) 46,782
Solvente (A?) 62,673
RMSD

Comprimentos de ligagéo (A) 0,003
Angulos de ligacéo (°) 0,567
RSCC/RSR

RSCC (Global da proteina) 0,9626
RSR global (Global da proteina) 0,1115
Grafico de Ramachandran

Favoraveis (%) 95,50
Adicionalmente permitidas (%) 4,20
Generosamente permitidas (%) 0,30

Legenda: Os valores entre parénteses correspondem a Ultima faixa de resolugéo.
Fonte: O autor
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3.4.2.1.2 Faseamento inicial por substituicdo molecular

A proteina selecionada para gerar o modelo para substituicdo molecular foi a
GAPDH de Candida albicans (69,05% de identidade sequencial e 99,00% de
similaridade), PDB ID: 7U4S (MIRANDA; SILVA; IULEK, 2022). O alinhamento
usado como entrada para o programa Chainsaw (STEIN, 2008) esta apresentando

na Figura 39.

Figura 39 - Alinhamento da sequéncia de aminoacidos da enzima PIGAPDH com a da proteina mais
similar disponivel no PDB (CaGAPDH).
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Legenda: Barras magentas indicam residuos que ndo foram modelados na estrutura correspondente,
setas vermelhas representam fitas 3, cilindros vermelhos representam hélices a e espirais vermelhas
representam hélices 310 ou m. Esta figura foi criada com o programa ALINE (BOND;
SCHUTTELKOPF, 2009) e o fundo do alinhamento foi colorido de acordo com a convencdo de
Alscript Calcons (BARTON, 1993).

Fonte: O autor

3.4.2.1.3 Modelagem e refinamento

Depois de se executar a substituicdo molecular, efetuou-se um refinamento
de corpo rigido, seguido de um recozimento simulado (Simulated annealing) e varios
ciclos de construgcdo manual.

Ao longo da modelagem e refinamento, corroborou-se a qualidade da
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densidade eletrénica da cadeia principal da estrutura. Ainda, no modelo final, apenas
15 residuos néo tiveram suas cadeias laterais completamente modeladas devido a

auséncia de densidade eletrbnica convincente.

3.4.2.1.4 Validacéo do modelo final

O resultado do programa Procheck no tocante aos angulos phi (@) e psi (@)
esta representado no grafico de Ramachandran (Figura 40). Dos 338 aminoacidos
analisados, 88,1% estdo nas regibes mais favoraveis, 11,2% nas regides
adicionalmente permitidas, 0,3% nas regides generosamente permitidas e 0,3% nas

regides nao permitidas.

Figura 40 - Gréfico de Ramachandran da estrutura da PIGAPDH.
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Legenda: As glicinas sao representadas por triangulos e os demais aminoacidos por quadrados. As
areas em vermelho sdo chamadas de regifes muito favoraveis; em amarelo, adicionalmente
permitidas; em bege, generosamente permitidas; e em branco, ndo permitidas. Figura gerada pelo
programa Procheck.

Fonte: O autor.
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V240 esta nas regibes ndo permitidas e generosamente permitidas,
respectivamente; no entanto, sua densidade eletronica confirma sua conformacéo
(Figura 41). V240 é um residuo conservado em GAPDHs e é comumente encontrado
nesta conformacdo. Além disso, duas maiores distor¢coes de ligacbes peptidicas
geralmente observadas em GAPDHs estdo também presentes em PIGAPDH, entre
seus residuos 1178-H179 e N205-1206, com angulos de tor¢céo de -159,3° e 154,4°,

respectivamente.

Figura 41 - Residuo modelado na densidade eletrdnica (1 o) na regido ndo permitida.

Legenda: V240 da PIGAPDH
Fonte: O autor.

Para se verficar o ajuste da estrutura a densidade eletrénica, calcularam-se
os indices RSCC e RSR global e por residuos da PIGAPDH, apresentados na
Tabela 8 e Figura 42.

Tabela 8 - Valores de RSCC e RSR da PIGAPDH.

Cadeia RSCC RSR

A 0,9626 0,1115

Fonte: O autor.
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Figura 42 - Qualidade do ajuste na densidade eletrénica (RSCC em azul e RSR em vermelho) por
residuo.
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Fonte: O autor.

Finalmente, a validagcéo realizada pelo programa Molprobity (CHEN et al.,
2010) foi especifica para verificacdo da normalidade dos rotdmeros. Alguns deles
(12) ndo estdo apontados entre os mais comuns, mas foram devidamente verificados

guanto as suas densidades eletrdnicas.

3.4.2.2 Andlises e comparacdes estruturais

3.4.2.2.1 Estrutura da PIGAPDH e Topologia

Seidler (2013) explica que a enzima GAPDH € um tetramero em sua forma
mais estavel, cujos monémeros, para PIGAPDH, constituem com seus residuos de
aminoacidos 1-152 e 316—-338 o dominio de interacdo com o NAD* e 152-315 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).

PIGAPDH cristalizou como um mondmero na unidade assimétrica, mas
biologicamente deve ser um tetrdmero com uma simetria interna 222, mostrado na
(Fig. 43-A) gerada a partir com elementos de simetria do grupo de espaco. O
chamado dominio catalitico apresenta-se ligado a um ion sulfato e a um ligante
acido galactonico (GAA) e o dominio NAD™* apresenta-se ligado ao cofator NAD*. A
base de dados SCOP e a ferramenta PDBsum (LASKOWSKI, 2009) confirmam que
PIGAPDH apresenta o tipico enovelamento a+ (Fig. 43-B).
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Observou-se que o residuo catalitico C152 apresenta densidade eletrénica
proxima seu SG. Varios testes foram realizados para obter o melhor ajuste a
densidade eletrénica e o modelo final contém entdo dois atomos de oxigénio extras
ligados ao SG, que, no entanto, tiveram suas ocupacfes refinadas
independentemente para 63% e 49%. Varios estudos de estruturas de GAPDH
relataram oxidagdo da cisteina catalitica (ANTONYUK et al.,, 2003; JENKINS;
TANNER, 2006; SPARLA et al., 2004), explicada por sua facilidade de reagir com
agentes oxidantes. No entanto, comparacdes entre estruturas de GAPDH mostram
que, em geral, essa oxidacdo nao influencia a posicdo do atomo de enxofre ou de
outros residuos adjacentes (ANTONYUK et al., 2003).

Figura 43 - Estrutura tridimensional da PIGAPDH e sua topologia

A B

Legenda: (A) Estrutura tridimensional do tetrdmero de PIGAPDH. Cada mondmero esta em uma cor
diferente, ciano, verde, magenta e dourado; os dominios de ligagdo NAD+ estdo em um tom mais
claro. As moléculas de NAD+ e glicerol (verde floresta), ions sulfato (amarelo) e &cido D-galacténico
(roxo) sdo representadas por bastdes. Esta figura e outras figuras de estrutura foram preparadas
usando-se o programa UCSF Chimera X (PETTERSEN et al., 2021). (B) Topologia da PIGAPDH
gerada pelo servidor Pro-Origami apresentada com o dominio catalitico compreendido por caixa roxa
tracejada, e com o dominio NAD* compreendido por caixa vermelha escura tracejada (STIVALA et al.,
2011). As fitas B reunidas para formar folhas B s&o indicadas por um fundo azul claro.

Fonte: O Autor
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3.4.2.2.2 Alinhamento de sequéncias de aminoacidos e analise da conservacéo de
residuos e contatos de proteinas com os ligantes acido D-galacténico, cofator NAD*

e fon sulfato

O alinhamento sequencial de GAPDHs dos seguintes organismos
selecionados, conforme descrito na secdo Materiais e Métodos, é apresentado
(Figura 45): Homo sapiens, Hsal (isoforma somatica) - PDB ID: 1U8F (JENKINS;
TANNER, 2006); Homo sapiens, Hsa2 (isoforma espermatica) - PDB ID: 3H9E
(CHAIKUAD et al., 2011); Candida albicans, Calb - PDB ID: 7U4S (MIRANDA,
SILVA; IULEK, 2022); Kluyveromyces marxianus, Kmar - PDB ID: 2I15P (FERREIRA-
DA-SILVA et al., 2006); Saccharomyces cerevisiae, Scer - PDB ID: 41Q8 (LIU et al.,
2012); Schistosoma mansoni, Sman - PDB ID: 7JHO (BOREIKO; SILVA; IULEK,
2021); Trypanosoma cruzi, Tcru - PDB ID: 4LSM (EDWARDS; ABENDROTH, 2013);
Escherichia coli, Ecol - PDB ID: 1S7C (SHIN et al., 2004) e Spinacia oleracea, Sole -
PDB ID: 1RM4 (SPARLA et al., 2004).

A isoforma somatica humana GAPDH (Hsal) tem 68% de identidade com a
isoforma espermatica Hsa2, que possui uma insercao rica em prolina chamada a
época como um novo dominio em seu N-terminal (CHAIKUAD et al., 2011; WELCH
et al., 2013), assim, para Hsa2, a faixa de aminoacidos 2-71 e, também devido a
uma insercao, a faixa de aminoacidos 2-62 de Sole, foram suprimidas para uma
melhor visualizacdo global do alinhamento. Normalmente, as estruturas de GAPDHs
sdo semelhantes, com algumas diferencas em elementos de estrutura secundaria e
substituicdes de aminoé&cidos; os valores de RMSD entre mondmeros de essas
estrutura alinhadas superpostos variam entre 0,578-1,024 A para um minimo de 302

residuos superpostos tal como se apresenta na Figura 44.
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Figura 44 - Alinhamento da sequéncia de aminoacidos de PIGAPDH (Plut) com as de outras GAPDHs
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Legenda: Barras magentas indicam residuos que ndo foram modelados na estrutura correspondente,
setas vermelhas representam fitas 3, cilindros vermelhos representam hélices a e espirais vermelhas
representam hélices 310 ou 1. Os residuos 2-71 de Hsa2 e 2-62 de Sole estéo representados por um
til (~). As estrelas coloridas indicam: verde, o trecho hidrofilico HSSSNN, azul claro e amarelo,
residuos associados a duas zonas de desenho diferencial de inibidores e, azul escuro, residuos com
alta variabilidade e considerados como residuos hubs em sitios alostéricos. Esta figura foi criada com
o programa ALINE (BOND; SCHUTTELKOPF, 2009).
Fonte: O Autor.
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O modelo final contém seis moléculas de glicerol (GOL) e, particularmente
no sitio ativo, trés ligantes adicionais (Figura 45): i) um ion sulfato (SO4), que deve
ter vindo das condi¢cdes de cristalizacdo e faz ligacbes de hidrogénio com os
residuos T182, T184, R234 (Figuras 46A e 46B), ii) uma molécula de cofator NAD*
(NAD+), que também deve ter vindo das condi¢cfes de cristalizacao e faz ligagbes de
hidrogénio com os residuos R12, 113, R80, S122 e N316 (Figuras 47A e 47B), e iii)
uma molécula de acido D-galactonico (GAA, que tem PDB ID de 3 caracteres JOM),
que faz ligacbes de hidrogénio com os residuos S151, T153, S209, T211, R234
(Figuras 48A e 48B). LigagOes de hidrogénio também estdo presentes entre SO4 e
NAD* e GAA, porém, ndo entre estes dois Ultimos. Os limites de distancia e angulo
de corte usados para definir as ligacdes de hidrogénio foram 3,5 A e 120°,

respectivamente.

Figura 45 - Modelos de superficie de PIGAPDH

Legenda: Modelos de superficie para ligantes ion sulfato (amarelo - atomo de enxofre), cofator NAD+
(verde - &tomos de carbono) e acido D-galacténico (roxo - &tomos de carbono), outros atomos com
cores convencionais, e para um mondémero de proteina (branco).

Fonte: O Autor.



99

Figura 46 - Ligacdes de hidrogénio do ion sulfato

SO4 :39;_4

o NAD+

Legenda: (A) duas dimensdes (2D) (Esta figura e outras figuras de estrutura foram preparadas
usando o programa LIGPLOT (LASKOWSKI; SWINDELLS, 2011)) e (B) trés dimensées (3D) (Esta
figura e outras figuras de estrutura foram preparadas usando o programa UCSF Chimera X
(PETTERSEN et al., 2021)).

Fonte: O Autor.



100
Figura 47 - Ligacdes de hidrogénio do cofator NAD*
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2),

Legenda: (A) duas dimensbes (2D) e (B) trés dimensdes (3D).

Figura 48 - Liga¢Ges de hidrogénio do &cido D-galactdnico (GAA)

H179
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Legenda: (A) duas dimensdes (2D) e (B) trés dimensdes (3D).

Atualmente, o banco de dados UNIPROT (BATEMAN et al., 2021) lista 286
sequéncias GAPDHs conhecidas. Estas foram alinhadas com T-coffee e submetidas
a bioferramenta Scorecons (VALDAR, 2002) e ao servidor web ConSurf

(ASHKENAZY et al., 2016) para representar regioes de alta variabilidade (Figura 49).

Figura 49 - Variabilidade sequencial de GAPDH
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Legenda: Variabilidade e conservacdo de sequéncia de GAPDH mapeadas na PIGAPDH pelo
servidor web ConSurf (ASHKENAZY et al., 2016). Ciano indica alta variabilidade, enquanto roxo
indicam alta conservacdo. Os residuos de PIGAPDH A238, T284, N287 e D289 (alostéricos) séo
indicados.

Fonte: O Autor.



103

Em relacdo a regibes apontadas como sitios alostéricos que também
poderiam ser explorados para o desenho de inibidores (CELEBI et al., 2022), a
PIGAPDH apresenta os residuos A238 e N287 nestes sitios, mas, particularmente,
difere da enzima humana (somética) (Hsal) em duas posi¢cfes: sua T284 e D289
substituem os residuos de Serina, destacados na Figura 44. Assim, espera-se que a
disponibilidade da estrutura experimental de PIGAPDH possa fomentar estudos
futuros para o desenvolvimento de inibidores diferenciais em relacdo a estrutura
enzimatica humana.

Scorecons mostrou que PIGAPDH é a Unica a apresentar a sequéncia
hidrofilica HSSSNN (residuos 61-66) que se situa, de fato, em uma regido variavel
da proteina, tal que alguns dos residuos de aminoacidos neste trecho em PIGAPDH
também sdo quase Unicos em sua posicao.

Este trecho também é mais longo do que o0 hormalmente presente em outras
GAPDHSs, mas ndo contém os residuos de glicina normalmente presentes ai. Esta
regido, em PIGAPDH, apresenta varias ligacdes de hidrogénio entre si e também
com outras partes da proteina. Entre si, pode-se destacar uma ligacao de hidrogénio
entre o oxigénio da carbonila de S64 e a cadeia lateral no nitrogénio épsilon de H61,
que também estd préxima do oxigénio da carbonila de S63. Ainda, uma ligacédo de
hidrogénio interna a este trecho, entre as cadeias laterais dos residuos S63 e N66,
deve contribuir para a conformacg&o motivo hairpin no final deste trecho.

Esta regido parece ser mantida no lugar devido as ligacées de hidrogénio as
Thr's circundantes, ou seja, entre S62 e T68 e entre N65 e T39. T39 esta na fronteira
com a al¢ca que compreende os residuos 35-37 que sdo mencionados para serem
explorados para o projeto de inibidor diferencial (SURESH et al., 2001) devido a sua

interagdo com a porgao adenina de NAD™ (Figura 50).
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Figura 50 - Trecho hidrofilico de PIGAPDH

Dominio do NAD+

Legenda: Trecho hidrofilico HSSSNN de PIGAPDH (ciano), suas ligacdes de hidrogénio e posicéo
relativa aos residuos relevantes. As cores dos residuos indicam, nas posicdes correspondentes de
PIGAPDH: azul, interacdo com NAD*, amarelo, a ser explorado para desenho diferencial de inibidores
(SURESH et al., 2001), magenta, sitios alostéricos (CELEBI et al., 2022), e laranja, importante para
inibidores seletivos contra Hsal (YADAV et al., 2017).

Fonte: O Autor.

Por outro lado, Yadav e colaboradores (2017) identificaram no servidor web
MetaPocket 2.0 (HUANG, 2009) um sitio de ligacdo na GAPDH humana ao qual
mostraram que os inibidores poderiam se ligar; este sitio inclui os residuos, na
humana, N24, K55 e H57, que, para PIGAPDH, correspondem a E23, Q54 e K56,
substituicbes que podem sugerir uma exploracdo adicional para obter inibicdo

diferencial.

3.4.2.2.3 Analises e comparacfes entre estruturas de proteinas homologas dos
sitios: Ps, Pi, novo Pi, GAA de PIGAPDH

Em PIGAPDH, tanto o cofator NAD* quanto o ion SO4? estdo em posicoes
comumente encontradas e, portanto, suas interacbes com os residuos ao redor.
S04% deve vir da condicéo de cristalizacdo ((NH4)2SO4 a 0,2 mol L) e foi refinado

para uma ocupacao de 0,72 aproximadamente na mesma posi¢cao do fosfato do
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substrato (Ps) como na estrutura de E. coli, PDB ID: 7C5M (ZHANG et al., 2021),
que, no entanto, tém seus residuos cataliticos C150 e H177 mutados para Alanina.
De fato, suas interacdes (descritas acima) correspondem aquelas descritas para 0s
Ps por (DIDIERJEAN et al., 2003; OLSEN et al., 1976; SKARZNSKI; MOODY;
WONACOTT, 1987). Na Figura 51, € mostrada uma superposi¢cdo desses dois

ligantes em suas correspondentes estruturas.

Figura 51 - Superposicdo entre PIGAPDH e E. coli PDB ID 7C5M

v
AR <
) i
A\
& Al Y | |
”9(\‘ P }xﬂ «3 \ .:,
4”,\’ 1 /8% ) /oL
L% s A/
Mo [\ N
<A
2 \Ih
J ‘\

Legenda: Superposicdo entre PIGAPDH (cinza) e E. coli PDB ID: 7C5M (ciano), o ion sulfato da
primeira esta quase na mesma posicgao do Ps.
Fonte: O Autor.

A estrutura de PIGAPDH mostrou um ligante singular em seu sitio ativo
durante os esforcos de refinamento, uma alta densidade eletronica foi observada
(Figura 52). Inicialmente cogitava-se tratar do substrato G3P, porém, apds varios
ciclos de refinamento, concluiu-se que nao se tratava deste ligante. Posteriormente,
incluiu-se atomo a atomo de carbono numa cadeia linear e, do mesmo jeito, atomos
de oxigénio como ramificacdes até se chegar na formula molecular CsH1207. Assim,
avaliaram-se os isbmeros correspondentes e qual ligante apresentava melhores
valores de Rwork € Rfree, até que se encontrou que o ligante singular é acido D-

galactonico (GAA).
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Figura 52 - Densidade eletronica (verde) indicando existéncia de um ligante (GAA).

Legenda: O contorno é para o0 mapa mFo-DFc em + 3,0 g, calculado omitindo-se 0 GAA (cuja posi¢éo
refinada é mostrada para referéncia). Esta figura foi gerada em PyMOL (DELANO, 2002).
Fonte: O Autor.

Finalmente, uma boa concordancia entre esta densidade e a estrutura de
acido D-galactonico (GAA), refinada para 0,88 de ocupacéao, foi obtida (RSCC 0,858
e RSR 0,258 no mapa de densidade eletrénica), como pode ser observado na Figura
53.

Figura 53 - Densidade eletronica (azul) do ligante acido derivado de hexose (GAA) (roxo).

Legenda: O contorno é para 2mFo-DFc em 0,8 ¢. Outros ligantes mostrados sdo ion sulfato (amarelo)
e NAD* (verde floresta) na estrutura PIGAPDH (cinza). Esta figura foi gerada em PyMOL (DELANO,
2002).

Fonte: O Autor.
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Portanto, PIGAPDH € a primeira estrutura de GAPDH a ter um acido
derivado de hexose (GAA) no sitio ativo. Doravante, nomeamos este site como 'site
GAA'. Esta molécula, GAA, € encontrada em apenas uma outra estrutura no RCSB,
PDB ID: 6E90 (LEANO et al.,, 2019), que é da enzima Simportador de D-
galactonato/H+ Transportador de D-galactonato de Escherichia coli, que obviamente
€ uma proteina que se liga naturalmente a GAA devido a sua funcgéo.

Algumas hipoéteses para a presenca desta molécula no sitio ativo séo: i) a
lactose usada na preparacdo do meio de cultura poderia conter uma pequena
guantidade deste composto, ii) GAA foi produzido pelo metabolismo de E. coli, ja que
a bactéria permite passagem da lactose através de sua membrana celular com a
ajuda da lactose permeasse (ABRAMSON et al., 2003) e entdo sua B-galactosidase
(3.2.1.23) (JUERS et al., 2000) quebra a lactose em D-galactose e D-glicose. Entéo,
a D-galactose é oxidada a &cido D-galactbnico pela galactose oxidase (1.1.3.9)
(Figura 54 e Figura 55) ou pela via de Leloir (HOLDEN; RAYMENT; THODEN, 2003)
ou iii) pela acdo da prépria GAPDH, como ja relatado que GAPDH pode atuar,
embora com menor eficiéncia, sobre outros aldeidos, pelo menos trioses, (RACKER;
KRIMSKY, 1952), embora levando a um produto final fosforilado. Se o GAA
observado nesta estrutura veio da acao direta da PIGAPDH, ela pode apresentar
uma atividade semelhante as GAPDHs nao fosforilantes (ETTEMA et al., 2008;
PIATTONI et al., 2010) e esta estrutura pode corresponder a primeira a mostrar um

produto de uma reacéo catalisada por GAPDH sobre um substrato mais genérico.

Figura 54 - Esquema geral de oxidag&o de Galactose.
a

+ 2H*

Galactose Acido D- Galactdnico

Fonte: O Autor.
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Figura 55 - Uma hipétese de fonte do GAA na estrutura de PIGADPH.
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Fonte: O Autor.
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O GAA apresenta parcialmente, principalmente em sua regido carboxilato,

as interacfes que o fosfato do substrato G3P tem com a proteina em PDB IDs: 3CIF
de Cryptosporidium parvum (COOK; SENKOVICH; CHATTOPADHYAY, 2009) e
5JYA de Streptococcus agalactiae (SCHORMANN et al., 2016), que correspondem

as do denominado novo sitio Pi, mostrado na Figura 56 (YUN et al., 2000), sitio

proposto como o preferido pelo substrato fosfato para ligacdo inicial no sitio ativo
(COOK; SENKOVICH; CHATTOPADHYAY, 2009), mas o GAA nao interage com
uma Glicina, ao invés, com uma Serina. Este 'sitio GAA' envolve os residuos: S151,
T153, S209, T211, R234 (Figura 48B). Estudos estruturais posteriores podem,

portanto, revelar implicacfes deste sitio de ligacdo para a atividade enziméatica.
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Figura 56 - Superposi¢éo entre PIGAPDH e PDB IDs: 3CIF de Cryptosporidium parvum e 5JYA de
Streptococcus agalactiae
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Legenda: Superposi¢do entre PIGAPDH (cinza) com PDB IDs: 3CIF de Cryptosporidium parvum
(ciano) e 5JYA de Streptococcus agalactiae (tan); GAA da primeira ocupa aproximadamente a mesma
posi¢éo do novo sitio Pi.

Fonte: O Autor.
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3.5 CONCLUSOES

¢ A metodologia utilizada nas etapas de expresséo e purificagdo permitiu obter
a enzima PIGAPDH de maneira satisfatoria, provendo quantidade suficiente
da enzima sollvel para realizar ensaios de cristalizacao;

e Um dos cristais obtidos no ICC forneceu um conjunto de imagens de difragao
de raios X que permitiu o refinamento da estrutura a resolucéo de 2,02 A;

e A comparacdo da PIGAPDH com proteinas homologas revelou ser ela a
primeira GAPDH a estar em complexo com um Acido Aldénico de Aglicar ou
Acido Derivado de Hexose (Acido D-Galactonico GAA (Cdédigo de 3 letras do
PDB: JOM));

e A comparacdo da PIGAPDH com proteinas homodlogas revelou que os
residuos HSSSNN (61-66) sdo Unicos nha GAPDH de Paracoccidioides lutzii e
gue poderiam ser considerados para o desenho diferencial de inibidores;

e A estrutura da PIGAPDH foi depositada no PDB (cédigo: 8DE5) e, entdo,
eventualmente podera ser utilizada para o desenho de inibidores numa
primeira etapa para desenvolver tratamentos para a paracoccidioidomicose;

e Este trabalho foi submetido a uma revista especializada e encontra-se, neste

momento, sob revisao.
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PERSPECTIVAS GERAIS

Realizar novos ensaios de expressao das enzimas HSACOT6 e NgADH, com
diferentes meios de cultura;

Realizar estudos enzimaticos da PIGAPDH com galactose e outras aldoses
para verificar sua cinética de acéo sobre esses substratos;

Realizar estudos por redocagem molecular para a enzima PIGAPDH para
verificar como se comporta o ligante acido D-galacténico e comparar com a
estrutura experimental;

Utilizar a estrutura da PIGAPDH obtida experimentalmente na busca de

inibidores diferenciais in silico explorando suas especificidades estruturais.
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