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RESUMO

A determinacdo de estruturas tridimensionais de proteinas de organismos patogénicos pode
auxiliar no entendimento do funcionamento detalhado destas macromoléculas e evidenciar
caracteristicas que as diferenciam das presentes em organismos hospedeiros. O conhecimento
adquirido desta maneira também pode ser utilizado como ponto de partida para estudos
computacionais com vistas a auxiliar a interpretacdo das informacdes estruturais ja existentes.
Neste contexto, o desenvolvimento deste trabalho teve como objetivos determinar a estrutura
tridimensional por Cristalografia de Difracdo de Raios X de trés enzimas pertencentes a
organismos patogénicos: Metionil-tRNA Sintetase de Rickettsia typhi (RtMetRS), Histidil-tRNA
Sintetase de Ehrlichia chaffeensis (EhHisRS) e Gliceraldeido-3-fosfato Desidrogenase de
Acinetobacter baumannii (AbGAPDH), e simular o complexo da Recombinase A do organismo
ndo patogénico Herbaspirilum seropedicae (HsRecA) com substratos dsDNA, ATP e fons Mg?*,
nas suas composi¢oes nativa e mutante (L53Q), com a finalidade de entender a razéo da perda de
atividade da proteina mutante. RtMetRS e EhHisRS participam da biossintese de proteinas e suas
funcées sdo prover ao tRNAM® (de iniciacdo e elongacdo) e ao tRNA™ os aminoacidos cognatos
nos respectivos organismos. RtMetRS, membro da familia MetRS1, teve sua estrutrura resolvida
complexada & L-metionina no grupo de espaco P1 a uma resolugio de 2,30 A com oito
mondmeros na unidade assimétrica. Durante o processamento das imagens de difracdo e
confirmagdo posterior com tentativas de refinamento, verificou-se que os dados indicavam
geminacdo e demandaram a consideracdo das leis de geminacdo referentes a quatro dominios
cristalinos geminados durante o refinamento estrutural no grupo de espago de baixa simetria.
Além disso, o uso de Simetria Nao Cristalografica (NCS) se mostrou importante pelo impacto
positivo na qualidade dos indices de refinamento. A analise da estrutura mostrou que 0s
mondmeros apresentam razoavel heterogeneidade conformacional entre eles. Obsevou-se que o
dominio CP se encontra em uma conformacdo diferente daquela observada em complexo
equivalente nas homdlogas da familia MetRS1. A caracterizacdo de estabilidade térmica da
RtMetRS nas formas apo e complexos com os substratos L-metionina ou ATP, através da técnica
de nanofluorimetria diferencial de varredura (nanoDSF), mostrou que estes substratos nédo
conferiram maior estabilidade significativa frente a desnaturacdo térmica em relacdo a forma
apo. EhHisRS se mostrou razoavelmente insoltvel e ndo foi submetida a ensaios de cristalizagéo.
A avaliagdo da sua estabilidade térmica por nanoDSF nas formas apo e complexos com L-
histidina ou ATP revelou um ATy, = +11°C para 0s complexos, portanto, mais estaveis do que 0s
complexos homdlogos comparados. Realizou-se a modelagem por homologia de sua estrutura
para verificar a possivel razdo estrutural desta observacdo no caso do complexo com ATP. A
analise da superficie de potencial eletrostatico calculada sugere que varios residuos de lisina e
arginina contribuem para uma carga positiva mais elevada proxima ao sitio de ligagdo do ATP, o
que poderia ser responsavel por maior forga de interacdo com o substrato e se refletir em maior
estabilidade térmica. AbGAPDH foi purificada em quantidade suficiente para realizar apenas
alguns ensaios de cristalizagdo iniciais, entretanto, cristais da enzima ndo mostraram capacidade
de difracdo quando submetidos aos raios X. A analise por nanoDSF realizada para a forma apo
da enzima mostrou que o valor de T, estimado é comparavel aquele reportado para algumas
homologas. Assim, foi realizada a modelagem por homologia de sua estrutura tridimensional. A
analise do modelo mostrou que a substituicdo dos residuos V, | e L (altamente conservados nas
homdlogas) por K239 na AbGAPDH poderia dar lugar a interagdes polares com a porcao
adenina do cofator. A substituicdo da F conservada por W240 e a presenca da Y136 poderiam
propiciar uma interacdo de empilhamento m-m com um ligante aromadtico intercalado entre as
cadeias laterais destes residuos. Por fim, o estudo por Dindmica Molecular da Recombinase A,
nativa e mutante L54Q, de Herbaspirillum seropedicae indicou que a perda de atividade da
mutante pode estar relacionada a dispersdo da capacidade de transducdo de sinais
intramolecularmente.



Palavras-chave: Metionil-tRNA Sintetase de Rickettsia typhi. Histidil-tRNA Sintetase de
Ehrlichia chaffeensis. Gliceraldeido-3-Fosfato Desidrogenase de Acinetobacter baumannii.
Recombinase A de Herbaspirillum seropedicae.



ABSTRACT

The three dimensional structure determination of proteins from pathogenic organisms may
contribute to understand the detailed functioning of these proteins and highlight features that
make them different from host’s counterparts. The knowledge acquired in this way may be used
as a starting point for computational studies with the aim to assist the interpretation of existing
structural information. In the context, this work was developed with the aim of solving the three
dimensional structure by X-Ray Crystallography of three enzymes from pathogenic organisms:
Methionyl-tRNA Synhetase from Rickettsia typhi (RtMetRS), Histidyl-tRNA Synthetase from
Ehrlichia chaffeensis (EhHisRS) and Glyceraldehyde-3-phosphate Dehydrogenase from
Acinetobacter baumannii (AbGAPDH), and to simulate by molecular dynamics the complex of
the Recombinase A from Herbaspirillum seropedicae (HsRecA) with its substrates dSDNA, ATP
and Mg?* ions, in its native and mutant composition L53Q), to understand the loss of activity of
the mutant enzyme. RtMetRS and EhHIisRS participate on protein biosynthesis; their functions
include to provide the cognate amino acid to tRNAM® (initiator and elongator) and to tRNA™ in
their respective organisms. RtMetRS, a member of MetRS1 family, had its 3D structure solved
in complex with L-methionine in the space group P1 at 2.30 A resolution with eight monomers
in the assymetric unit. During the diffraction image processing and then later confirmation at
refinement trials, it was observed that data indicated twinning and demanded to consider the twin
laws for the four twin domains during the structural refinement in the lower symmetry space
group. Further, the usage of noncrystallographic symmetry (NCS) was important to improve
refinement indices. Structure analyzes showed that the eight monomers are fairly
conformationaly heterogeneous among them. The CP domain was found in a different
conformation from that observed in equivalent homologous complexes of the MetRS1 family.
The thermal stability of RtMetRS apo and complexed with either L-methionine or ATP forms,
studied bynano Differential Scanning Fluorimetry (nanoDSF), showed that these substrates do
not influence the thermal stability of this enzyme when compared to its apo form. EhHisRS
proved to be mostly insoluble, so that crystallization assays were not performed. Its thermal
stability was assessed by nanoDSF for the apo and complexed with either L-histidine or ATP
forms and it showed a AT, = +11°C for the complexes, therefore, they are more stable than the
compared homologues. A homology modeling was performed to verify if there was a possible
structural reason for the observation of thermal stability specialy for the complex with ATP. The
analysis of electrostatic potential surface calculated for the model suggests that several lysine
and arginine residues may contribute to a highly positive charge near the ATP binding site,
which could be responsible for a stronger interaction with ATP would be reflected as a higher
thermal stability. AbGAPDH was purified to perform a few initial crystallization assays,
however, crystals of this enzyme did not show any diffraction when submitted to X-rays. The
nanoDSF analysis performed for the apo form of the enzyme showed that the estimated Tm
value is comparable to that reported for some homologues. Thereby its 3D structure was
modeled using homology modeling. The analysis of the model showed that the residues V, | and
L, highly conserved, substituted for K239 could give rise to polar interaction with the adenine
moiety of the cofactor. The substituition of F for W240 and the presence of Y136 could allow for
n-m stacking interactions with an aromatic ligand intercalated between the side chains of these
residues. Eventualy the Molecular Dynamic study of the Recombinase A, native and mutant
L54Q, from Herbaspirillum seropedicae indicated that the loss of activity of the mutant may be
related to a more dispersed modes of intramolecular signal transduction.

Keywords: Methionyl-tRNA Synthetase from Rickettsia typhi. Histidyl-tRNA Synthetase from
Ehrlichia chaffeensis. Glyceraldehyde-3-Phosphate Dehydrogenase from Acinetobacter
baumannii. Recombinase A from Herbaspirillum seropedicae.



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.

LISTA DE FIGURAS

Gel de eletroforese em poliacrilamida 10% do teste de confirmacéo de expresséo da
Metionil-tRNA sintetase de Rickettsia typhi. ........ccccoveieiiiiiiiiie e 33
Purificacdo cromatografica da Metionil-tRNA sintetase de Rickettsia typhi............. 34
Cristais inicialmente obtidos nos ensaios de cristalizagdo com o complexo RtMetRS
(010) 0 0T 0 0 =T U] 01 [ VOSSR 37
Cristais obtidos nos ensaios de cristalizacao iniciais realizados para a RtMetRS na
concentracédo de 7,0 mg 10 E OO 38
Cromatogramas das etapas de purificacdo e os respectivos géis SDS-PAGE da
producdo da RtMetRS destinada as analises de DLS e NanoDSF. .............ccccoovenane. 40
Resultados de espalhamento dindmico de luz (DLS) da fracdo da cromatografia de
exclusdo por tamanho eluida em 15 mL da RtMetRS nas formas apo e em complexo
COM ATP OU L-MELIONING. ..evvieiieiiieieeie sttt te e sre e eneesneeee s 42
Resultados de nanofluorimetria diferencial de varredura (NanoDSF) da fracdo da
cromatografia de exclusdo por tamanho eluida em 15 mL da RtMetRS nas formas
apo e em complexo com ATP ou L-MEetionina..........ccccceevveieiieie e 43

Alinhamento sequencial entre as enzimas metionil-tRNA sintetases de Brucella

melitensis (BmMetRS) e Rickettsia typhi (RIMetRS). .........ccooviiviiiiniieeee 48
Gréaficos de Ramachandran para o0 modelo refinado final da Metionil-tRNA Sintetase
de RICKELSIA LYPNI. veeveieieciice e 51

Residuos de glicina (G237) que se apresentaram fora de regides permitidas do
grafico de Ramachandran. ..........ccoe i 52
Ambiente local dos residuos de prolina 183, 239 e 250 que assumem conformacao
cis na estrutura da Metionil-tRNA sintetase de R. typhi. .......cccccooviviiiiiiiiiinci, 53
Representacdo grafica dos valores de RSCC e RSR calculados para o modelo
refinado da RtMEtRS POr reSIdUO. .......cc.eiiiiiiiiieiee e 54
Estrutura global do mondmero da metionil-tRNA sintetase de Rickettsia typhi com o
substrato metionina COMPIEXAdO. ........ccceiiviiiiiiieecie e 57
Estrutura tridimensional do knuckle de RtMetRS mostrando os residuos de
aminoécidos que compdem os motivos de ligagdo ao fon Zn®* em algumas estruturas
de enzimas homologas, e alinhamento de sequéncias entre RtMetRS e enzimas
homdlogas das familias MetRS1 € MEtRS2..........ccccovviiiiiieiieieerese e 59
Posicionamento relativo dos monomeros da metionil-tRNA sintetase de Rickettsia

typhi em um dimero da unidade asSimEtriCa. ..........ccoovvieereerese e 61



Figura 16.

Figura 17.

Figura 18.
Figura 19.

Figura 20.

Figura 21.

Figura 22,

Figura 23.

Figura 24,

Figura 25.

Figura 26.

Figura 27,

Figura 28.

Figura 29.

Figura 30.

Figura 31.

Figura 32.

Alinhamento de sequéncias da metionil-tRNA sintetase de Rickettsia typhi com
enzimas MetRS homdlogas com estrutura tridimensional resolvida. ........................ 63
Mapeamento do grau de conservacdo sequencial da metionil-tRNA sintetase de R.
typhi para a estrutura do monémero A realizado com o servidor Consurf................ 66
Sitio de ligacd0 do SUDSErato MEtiONING. .......cc.evviiiirieiie e 67
Sobreposicdo estrutural dos monémeros da metionil-tRNA sintetase de Rickettsia
117701 OSSR 68
Gel de eletroforese em condicGes desnaturantes do teste de expressao da
Gliceraldeido-3-fosfato Desidrogenase de Acinetobacter baumannii..............c........ 75
Cromatogramas de afinidade e de exclusdo por tamanho da Gliceraldeido-3-fosfato
Desidrogenase de Acinetobacter baumannii. ............ccccoceeveeieiie s 76
Imagens capturadas de gotas durante observagdes dos ensaios de cristalizacdo da
Gliceraldeido-3-fosfato Desidrogenase de Acinetobacter baumannii..............c........ 77
Curva de distribuicdo de intensidade obtidas por espalhamento dindmico de luz
(DLS) de uma amostra purificada da Gliceraldeido-3-fosfato Desidrogenase de
Acinetobacter DAUMANNIT. .......ccveiiei e e 78
Resultados gréaficos do perfil de desnaturacdo térmica obtidos por nanofluorimetria
diferencial de varredura (NanoDSF) para a Gliceraldeido-3-fosfato Desidrogenase de
Acinetobacter DauMaNNIi. ........cccooiiiiii 79
Alinhamento de sequéncias de amino&cidos da Gliceraldeido-3-fosfato
Desidrogenase de Acinetobacter baumannii e das enzimas homdlogas selecionadas ...

.................................................................................................................................... 81
Gréfico de Ramachandran do modelo monomérico da Gliceraldeido-3-fosfato
Desidrogenase de Acinetobacter baumannii. ...........ccocooeiiiiiiiiiiniei s 84
Modelo tedrico do mondmero e do tetrdmero da Gliceraldeido-3-fosfato
Desidrogenase de Acinetobacter baumannii. ..........ccccooeeiiiiiiiici 85
Regido do modelo de um monémero da Gliceraldeido-3-fosfato Desidrogenase de
Acinetobacter baumannii com uma molécula de NAD" ligada. ...........cccocevcvevennnne. 86

Resultado de eletroforese em gel de poliacrilamida realizado para o teste
confirmacéo de expressdo da Histidil-tRNA Sintetase de Ehrlichia chaffeensis....... 93

Purificacdo da Histidil-tRNA Sintetase de Ehrlichia chaffeensis utilizada nos ensaios

de DLS € NANODISF . ..ottt st et sbe e 94
Curvas de DLS medidas para amostras purificadas da Histidil-tRNA Sintetase de

Ehrlichia ChaffEENSIS. ........cviiiiiiee e 95
NanoDSF da Histidil-tRNA Sintetase de Ehrlichia chaffeensis. ...........ccccoceiinenne. 97



Figura 33.

Figura 34.

Figura 35.

Figura 36.

Figura 37.

Figura 38.

Figura 39.

Figura 40.

Figura 41.

Alinhamento de sequéncias utilizado na modelagem por homologia da estrutura
tridimensional da histidil-tRNA sintetase de Ehrlichia chaffeensis..............c.ccocou.... 98
Gréafico de Ramachandran gerado pra o modelo do monémero da histidil-tRNA
sintetase de Ehrlichia ChaffeenSiS........coiviiiiiiiiiie e 99
Modelos construidos do mondmero e do dimero da histidil-tRNA sintetase de
Ehrlichia ChaffEENSIS. ........ciiiiie s 101
Superficie de potencial eletrostatico da histidil-tRNA sintetase de Ehrlichia
chaffeensis € SUas NOMOIOYAS. ........ccviiiiiiieieiere e 102
Modelo completo para 0 hexamero da Recombinase A de Herbaspirillum

seropedicae complexado com dsDNA, ATP e Mg** utilizado na dinamica molecular.

Resultado do célculo do desvio quadratico médio das coordenadas atdbmicas (RMSD)
e de flutuacdes quadraticas médias (RMSF) para as trajetérias do complexo
nucleoproteico HsRecA-DNA selvagem e mutante L53Q........ccccccvevevveveiiieneennne 109
Correlacdo de movimento atdmico nas estruturas nativa e mutante da Recombinase A
de Herbaspirillum SeropediCae. ..........ccooeiiiieiieieiesest e 111
Ambiente local do residuo 53 com destaque para as ligacfes de hidrogénio
(pontilhados amarelos) formadas no motivo MAW ap0s a mutacao. ...................... 112
Diferenca média dos caminhos mais curtos de interacdo entre aminoacidos calculada
como a média entre AL de cada replicata da trajetoria para o complexo

nucleoproteico HsRecA-DNA de composicao selvagem e mutante L53Q.............. 114



Tabela 1.

Tabela 2.

Tabela 3.

Tabela 3.

Tabela 4.

Tabela 5.

Tabela 6.

Tabela 7.

Tabela 8.

Tabela 9.

Tabela 10.

Tabela 11.

Tabela 12.

LISTA DE TABELAS

Composicgéo de condigdes de cristalizagdo nas quais se desenvolveram cristais no
ensaios de cristalizacdo com os kits Morpheus e Structure Screen I. ........ccccceevvenee 36
indice de polidispersividade (PDI) e temperatura de desnaturacdo (T,,) da RtMetRS
na presenca e auséncia dos substratos ATP ou MetioniNa..........cccccereererienieeriennnn 43
Resultados e estatisticas de processamento de imagens e refinamento estrutural para
0s conjuntos de imagens mtrs02-test02_0026 e Ren_StrucScr_B5 2a-Rt_col 0001
(o0 (1T a U ) USSP 45
Resultados e estatisticas de processamento de imagens e refinamento estrutural para
0s conjuntos de imagens mtrs02-test02_0026 e Ren_StrucScr_B5 2a-Rt_col_0001
(o0 T 157 To ) ISP 46
Resultados da substituicdo molecular inicial no grupo de espaco P2,2,2; para o caso
do conjunto de dados mtrs02-test02_0026. ..........ccceerueriereereniieseene e eeeseeneeas 48
Dados do refinamento estrutural realizado para o processamento no grupo de espaco
P1no qual foram consideradas as operacGes de geminacgao. ..........ccccververveveeerresnnnn, 49

Comparacdo dos valores de Ryork € Riree €Ntre as estruturas refinadas nos grupos de

BSPACO P212121 € Pl oo e 50
Validacao dos angulos diédricos de cadeia principal e lateral dos monémeros do
modelo refinado da RIMELRS. ..o 51

Valores do coeficiente de correlacdo no espaco real (RSCC) e residual no espaco real
(RSR) calculados para o modelo refinado final da RtMetRS ilustrando a qualidade do
ajuste do modelo a densidade eletrdniCa. .........c.ccvevveveveiie i 54
Resumo das interacdo proteina-proteina na RtMetRS. ..........cccccooiveiiiii e, 61
Padrdes de conservacao sequencial observados entre enzimas das familias MetRS1 e
IMIBERS 2. ...ttt sttt b et b ettt e r et ne b e 65
Relacéo das estruturas homologas utilizadas na modelagem por homologia da
Gliceraldeido-3-fosfato Desidrogenase de Acinetobacter baumannii........................ 80
Pardmetros hidrodinamicos e temperatura de desnaturacdo térmica da histidil-tRNA

sintetase de ENrlichia ChaffEENSIS. .... ... e eneeeenenenee 97



AaRS
AbGAPDH
ATP

DLS
EhHisRS
GAPDH
IMAC

LNLS
NAD"
NADP”*
NanoDSF

NCBI
NCS
PDB
PDI
PEG
RecA
RMSD
RSCC

RSR
RtMetRS
SDS-PAGE
SEC

SSGCID

LISTA DE SIGLAS

Aminoacil-tRNA Sintetases

GAPDH de Acinetobacter baumannii

Adenosina Trifosfato

Dynamic Light Scattering (Espalhamento Dindmico de Luz)
Histidil-tRNA Sintetase de Ehrlichia chaffeensis
Gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase

Immobilized Metal Affinity Chromatography (Cromatografia de afinidade
por metal imobilizado)

Laboratdrio Nacional de Luz Sincrotron

Nicotinamida adenina dinucleotideo - forma oxidada

Nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato - forma oxidada
Nano-format Differential Scanning Fluorimetry (Nanofluorimetria
Diferencial de Varredura)

National Center for Bitoechnology Information

Noncrystallographic summetry (Simetria ndo cristalografica)
Protein Data Bank (Banco de Dados de Proteinas)

Polydispersity index (indice de polidispersividade)

Polyethilene glycol (Polietileo glicol)

Recombinase A

Root mean square deviation (Desvio quadrarico médio)

Real Space Correlation Coeficient (Coeficiente de Correlagdo no Espaco
Real)

Real Space Residual (Residual no Espaco Real)

Metionil-tRNA Sintetase de Rickettsia typhi

Eletroforese em gel de poliacrilamida

Size Exclusion Chromatography (Cromatografia de Excluséo por
Tamanho)

Seattle Structural Genomic Center for Infectious Disease (Centro de
Gendmica Estrutural para Doencas Infecciosas de Seattle)



SUMARIO

INTRODUGAQO GERAL .....oooviiiieiiie sttt 17
OBUIETIVO GERAL ...ttt bbbttt nb e bbb nne s 19
CAPITULO 1 - METIONIL-tRNA SINTETASE DE Rickettsia typhi ..........cccccoevvvrvrrnnnnee. 20
1 INTRODUGAOD ...ttt sttt 20
1.1 Enzimas AmINOaCil-tRNA SINtELASES........cueiiiiiiieririe e 20
1.11 Enzima Metionil-tRNA SINTELASE ........oieeiieieiie et 21
1.2 RICKEHSIA TYPNI....etieiece et sae e ste e e e raesreete s 22
1.3 OBJETIVOS ESPECIFICOS ...t sssesse st 24
1.4 MATERIAIS E METODOS.......oocviieiieiieeeieeiesseseesesissessessssssessssesssss s sessasessessessens 25
1.4.1 Escolha e Obtencdo do Gene da Metionil-tRNA Sintetase de Rickettsia typhi............ 25
1.4.2 Métodos Gerais para Recuperacdo de Plasmideos, Bactérias, Superexpressao,
Purificacdo das Proteinas e Ensaios de CristalizaGao ..........ccceveveveeiennieneneieesiens 25
1.4.2.1 Preparacao de células qUIMIOCOMPELENTES ......cc.ecveiieerieiie e 25
1.4.2.2  Recuperagao dos Plasmitdeos .........cccoereiiiierieiii e 26
1.4.2.3  TraNSTOMMAGAD ....c.veveieitiiteiti ettt bbbt b et 26
1.4.2.4  Superexpressao € PUMTICACAD ........cceevieiieiie it 26
1,425 ENSAIOS A€ CrStAHZAGAD ......cueiveiiieiieieiesie st 27
1.4.3 Coleta de Dados de Difragdo de RAI0S X ........ccccuiiririeiiieieiiseseeeee e 28
1.4.4 Espalhamento Dinamico de Luz (DLS) e Nanofluorimetria Diferencial de Varredura
(NANODISF) ...t bbb bbbttt e bbbt 29
1.45 Procedimentos COMPULACIONAIS. ..........ciieiuierieiieieeie et see e sre e sre e e e e 30
1.45.1 Determinacdo de estrutura cristalografica por difracdo de raios X ..........cccceceeveieennnns 30
1.4.5.1.2 AtribuiGaOo INICIAl 08 TASES ......eiuieiiiieiese e 30
1.4.5.1.3 Refinamento eSIIULUIAL ..........coiiiiiieiice e e 31
1.4.5.1.4 Validag@o do modelo final..........ccooiiiiiii e 31
1.45.2  Analises e ComparaGies ESIIUTUIAIS .........coereiirerieieie e 32
1.4.5.2.1 Topologia da estrutura da RIMEtRS ...........ccciii i 32
1.45.2.2 Comparagdes estruturais com proteinas homologas ............ccocveveivvieienniienc s 32
1.4.5.2.3 Determinacao dos contatos estabelecidos entre RtMetRS e a metionina.................... 32
15 RESULTADOS E DISCUSSAD........c.ooiiiiiieeiieeeeeteee s seseenessesiases s 32
151 Superexpressao e Purificacdo da Metionil-tRNA Sintetase de Rickettsia typhi
R LT LR ) TSP 32
1.5.2 Cristalizag8o da RIMEIRS ..o 35
153 Espalhamento Dindmico de Luz (DLS) e Nanofluorimetria Diferencial de VVarredura
(NANODSF) ...ttt e et e st e e e s te e be e e e sneesteeneeaneenreenneas 39
154 Procedimentos COMPULACIONAIS. ......ccviieeriieieiiiesieeie et siee et ee e sbe e 44



1541

15411
15412
1.54.13
15414
1.54.15

1.54.1.6
1.6

Determinacgéo da estrutura de RtMetRS por difracdo de raios X .......ccccoevvevevveriennnnn 44

Coleta de dados e processamento de IMAGENS ........cceerverererenerenieiee e 44
Atribuicdo de fases iniciais por substituicdo molecular............ccccccoveviveieiiievieeseenn 47
Modelagem € refiN@mENTO .........c.civiii i e 49
VAIAAGOES. ...t bbb b et 51
Descricao da estrutura da metionil-tRNA sintetase de Rickettsia typhi e comparacdes

Lo LU0 = PR 56
Alinhamento estrutural, anélise de conservacgao e contatos com L-metionina............ 62
CONCLUSOES ..ottt 68

CAPITULO 2 - GLICERALDEIDO-3-FOSFATO DESIDROGENASE DE Acinetobacter

2.1

211
2.1.2
2.2

2.3
23.1

2.3.2

2321
2.3.2.2
2.3.2.3
2.34

2.3.5
2351

2.4

24.1
2.4.2

2.4.3

244

2.5

DAUMEANIIT ...t b e bbb nneas 70
INTRODUGAO ...ttt sttt 70
Acinetobacter DaUMANNTT...........cooiii 70
Gliceraldeido-3-Fosfato DeSIArOGENASE .......cerueeeuiriiririeienieie s 71
OBJETIVOS ESPECIFICOS ...t 72
MATERIAIS E METODOS........ociiiieieeeteieeeseeeesese s senes st senes s s esssssessens s e 73
Escolha e Obtencdo do Gene da Gliceraldeido-3-fosfato Desidrogenase de
Acinetobacter baumannii (ADGAPDH) .........ccooioiiiicceee e 73
Métodos Gerais para Recuperacdo de Plasmideos, Bactérias, Superexpressao,
Purificacdo das Proteinas e Ensaios de CristalizaGao ..........ccceceveveerennieneseieeeeens 73
RecuperaGao do Plasmiten ..........cccveiiiii i 73
SUPErexpressan € PUITICAGAD ........cooveirieriiie e 73
ENSaios de CriStaliZAGAD ..........cceiieieieee s 73
Espalhamento Dinamico de Luz (DLS) e Nanofluorimetria Diferencial de Varredura
(NANODISF) ...ttt bbbttt b ettt 74
Procedimentos COMPULACIONAIS. ........veeiuieiiieiie it esie et 74
Modelagem por homologia e analise da estrutura modelada da Gliceraldeido-3-fosfato
Desidrogenase de Acinetobacter DaumManNii ........cccooevereiiiiiieee e 74
RESULTADOS E DISCUSSAD........c.ooiiiiiieeiieeeeeteee s seseenessesiases s 74
Superexpressan € PUIMTICAGAD .......ccviieeieiie et 74
Ensaios de cristalizacdo da Gliceraldeido-3-fosfato Desidrogenase de Acinetobacter
DAUMEAINNTT 1.ttt ettt et e e sae e steebesreesreenne s 76
Espalhamento Dindmico de Luz (DLS) e Nanofluorimetria Diferencial de Varredura
[ TR T0 ]S o TSP 77
Modelagem por Homologia da estrutura da Gliceraldeido-3-fosfato Desidrogenase de
Acinetobacter DaUMANNIT ... 79
CONCLUSOES ...ttt esse sttt 87



CAPITULO 3 - HISTIDIL-tRNA SINTETASE DE Ehrlichia chaffeensis............ccccovvuu..... 88

3.1
3.11
3.1.2
3.2
3.3
3.3.1
3.3.2

3321
3.3.2.2
3.3.3
3.34
3.34.1

3.4

34.1
3.4.2

3.4.3

3.5

INTRODUGAD ......ooiiriiiimiieiseieeses sttt sttt 88
Ehrlichia ChaffEENSIS .........oiiiie e e 88
HiStIdII-tRINA SINTEIASE ......ecviieiiieie e e 89
OBJETIVOS ESPECIFICOS ...ttt 90
MATERIAIS E METODOS.......oovieeeieieeeeieeiessesesesissessesssss s sesssssssssssessssessensssenes 91
Escolha e obtencéo do gene da Histidil-tRNA Sintetase de Ehrlichia chaffeensis ......91
Métodos Gerais para Recuperacdo de Plasmideos, Bactérias, Superexpressao,
PUrfiCACA0 da PrOtEINA ......c.eviiieeieiieieee e 91
RecuperaGao do Plasmiten .........cccceeieiie i 91
SuUPEerexpressan € PUITICAGAD ........ccoveveierierieii et 91
Espalhamento Dindmico de Luz e Nanofluorimetria Diferencial de Varredura .......... 91
Procedimentos COMPULACIONAIS. .......cveiieiieeieiieieeie e steeste et e e e e e resnaesre e 92
Modelagem por homologia e analise da estrutura modelada da Histidil-tRNA Sintetase
de Ehrlichia ChaffEBNSIS........uuiiiiieie e e 92
RESULTADOS E DISCUSSAD..........oomiiniieiininiieiseisssssss s 92
Expresséo e Purificagdo da Histidil-tRNA Sintetase de Ehrlichia chaffeensis............. 92
Espalhamento Dindmico de Luz (DLS) e Nanofluorimetria Diferencial de Varredura
(NANODSF) ...ttt e et e et e sae e sreeteeraesreete s 93
Modelagem por Homologia da Estrutura da Histidil-tRNA Sintetase de Ehrlichia
CRATTEENSIS. 1. et 98
CONCLUSOES .....ovomiiiiis ittt 102

CAPITULO 4 - AVALIACAO DO EFEITO DA MUTACAO L53Q NA RECOMBINASE

4.1

41.1
4.2

4.3
4.3.1
4311
43.1.2
4.3.2
4.4
441
4411
4.5

A DE Herbaspirillum seropedicae POR DINAMICA MOLECULAR .....104
INTRODUGAD ..ottt ettt 104
Recombinase A de Herbaspirillum seropedicae (HSRECA) ........ccvvvivieiiieiiinnnns 104
OBJIETIVOS ESPECIFICOS ..ottt 105
MATERIAIS E METODOS ........ocoieeeeeeeeeeeeeeeeee et ee et 106
Dinamica Molecular da Recombinase A de Herbaspirillum seropedicae (HsRecA) 106
Reconstrucdo dos loops ndo modelados na estrutura cristalografica da HsRecA ......106
DiNAmICa MOIECUIAN ..........coviie e e 106
Redes de Contatos Din@micos de AMINOACIAOS .........cveveriereeriesiereere e seesee e e 107
RESULTADOS E DISCUSSAOD........c.oviieeieeiieeeesiersieeiessssssesesessesssss s s 108
Dindmica Molecular da Recombinase A de Herbaspirillum seropedicae ................. 108
MULBGAOD LO3Q ...ttt 108
CONCLUSODES .....oooiieieiceiie et 114



REFERENCIAS ..ottt

APENDICE A - PRIMEIRA PAGINA DO ARTIGO PUBLICADO COM OS
RESULTADOS DA DINAMICA MOLECULAR DA RECA DE
Herbaspirillum SEropediCag............ccvviririeiieieresc s



17

INTRODUCAO GERAL

As proteinas sdo um dos constituintes mais importantes de todas as formas de vida e
perfazem uma proporcdo significativa da matéria contida em uma célula viva. Estas
macromoléculas, polimeros de moléculas de aminoécidos cuja sequéncia provem da traducao de
RNA mensageiro (MRNA — produto da transcricdo da informacdo genética contida no DNA),
sdo sintetizadas por componentes supramoleculares presentes nas células, os ribossomos, e na
maior parte dos casos sdo o produto final do processo de expressdo génica. A traducao se refere a
interpretacdo da informacdo contida no mRNA, nas suas triplas de nucleotideos, que tém
correspondéncia a um determinado aminoacido. Outras moléculas de RNA sdo essenciais na
sintese de proteinas, como 0 RNA ribossomal (rRNA), que participa da catalise da formacéo de
ligacGes peptidicas entre aminoécidos de uma nova cadeia polipeptidica, e 0 RNA transportador
(tRNA), que medeia a traducao da informacéo genética para proteina.

Uma molécula de tRNA é composta de aproximadamente 80 nucleotideos e, embora
apresente diversidade composicional, tem uma enovelamento comum que se assemelha a uma
letra “L” tridimensionalmente. Basicamente, a funcdo do tRNA é prover cada aminoécido
necessario a cadeia polipeptidica nascente no ribossomo. Isto é possivel porque uma molécula de
tRNA é aminoacilado com o aminoacido cognato de forma que a interacdo do anticodon do

aminoacil-tRNA com o c6don do mRNA sendo lido no ribossomo seja proficiente.

O processo de aminoacilacdo é realizado por enzimas denominadas aminoacil-tRNA
sintetases (aaRS). Existe uma aaRS para cada um dos vinte aminoacidos e sua fungdo é
desempenhada em duas etapas. A primeira é a de ativacdo do aminoacido através da reacdo com
uma molécula de ATP para produzir um intermediario aminoacil adenilato. Na segunda etapa o
aminoacido ¢é transferido para a hidroxila 3’ da adenosina na extremidade do brago aceptor do

tRNA.

As diferentes proteinas assim sintetizadas vao desempenhar variadas fungdes em um
organismo vivo, como catalise, transporte de moléculas pequenas e ions, regulacdo de diversos
processos celulares, protecdo, manutencao da estrutura fisica celular, transducédo de sinais, etc. O
entendimento da funcdo de uma determinada proteina se relaciona com a sua constituicao
aminoacidica e como seus amino&cidos constituintes se organizam tridimensionalmente. O
estudo de estrutura de proteinas é fundamentalmente importante ndo apenas para compreensao
das suas fungdes durante a sua atua¢do normal, mas também em situacGes de desenvolvimento

de patologias oriundas seja devido a defeitos em proteinas enddgenas ou devido a proteinas
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exogenas advindas de organismos externos, estas Ultimas atuando diretamente ou porque

mantém os organismos patogénicos funcionais.

Neste trabalho foram realizados estudos com vistas a determinacdo da estrutura
tridimensional de trés enzimas cujas estruturas tridimensionais ainda ndo s&o conhecidas
experimentalmente: a metionil-tRNA sintetase de R. typhi (RtMetRS), a histidil-tRNA sintetase
de E. chaffeensis (EhHisRS) e a gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase de Acinetobacter
baumannii (AbGAPDH). Também, realizou-se um estudo computacional por dindmica
molecular da enzima Recombinase A de Herbaspirilum seropedicae (HsRecA) com o intuito de
se compreender a observacao experimental da perda de atividade recombinatorial desta enzima
pela mutacdo L53Q.

A tese foi dividida em capitulos de maneira que em cada um fosse tratada uma proteina.
No primeiro, sdo descritos os procedimentos para determinacdo da estrutura tridimensional por
difracdo de raios X da RtMetRS desde a expressdo heterdloga, purificacdo e cristalizacéo, anélise
da estrutura e caracterizacdo da estabilidade térmica por Nanofluorimetria Diferencial de
Varredura (NanoDSF) nas formas apo e de complexos com seus substratos. O segundo trata da
expressdo heterdloga, purificacdo, ensaios de cristalizacdo, caracterizacdo da estabilidade
térmica e modelagem por homologia da AbGAPDH. No terceiro, sdo descritas a expressao
heter6loga, purificacdo, caracterizacdo da estabilidade térmica e modelagem por homologia da
EhHisRS. Por fim, o quarto capitulo trata da simulacdo por Dinamica Molecular da HsRecA com
estrutura nativa e mutante L53Q, com a finalidade de se entender a perda de atividade da enzima

mutante.
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OBJETIVO GERAL

Obter a estrutura tridimensional, por métodos experimentais das enzimas metionil-tRNA
sintetase de Rickettsia typhi, histidil-tRNA sintetase de Ehrlichia chaffeensis e gliceraldeido-3-
fosfato desidrogenase de Acinetobacter baumannii, e por modelagem computacional, aliada a
estudo por dindmica molecular, do complexo Recombinase A e dsDNA de Herbaspirillum
seropedicae, nativa e mutada, tal que se compreenda as razGes que levam a perda de atividade

quando ¢ introduzida a mutacdo do amino&cido leucina 53 por glutamina.
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CAPITULO 1 - METIONIL-tRNA SINTETASE DE Rickettsia typhi

1 INTRODUCAO

1.1 Enzimas Aminoacil-tRNA Sintetases

Aminoacil-tRNA sintetases (aaRS) compdem uma classe de enzimas de inigualével
importancia funcional uma vez que estdo diretamente ligadas a sintese de proteinas. A funcgéo
classica destas enzimas é prover a uma molécula de RNA transportador (tRNA) o aminoacido
cognato através da condensacao destes substratos, embora outras funcdes importantes tenham
sido atribuidas as aaRS. Elas sdo distribuidas em duas classes, classe | e classe |1, cujo critério de
classificacdo é a arquitetura do sitio ativo, cada qual com dez integrantes, que podem ser
agrupados ainda em trés subdivisdes (RAJENDRAN et al., 2018).

A especificidade em relacdo ao aminoacido é estabelecida por meio da afinidade
diferenciada entre os substratos cognatos e ndo cognatos. A selecdo do aminoacido correto
dentro do sitio ativo se da pela exclusdo estérica daqueles com tamanho superior ou pela
minimizacdo da afinidade de ligacdo de aminoacidos menores ou isostéricos utilizando
interacOes eletrostaticas e hidrofébicas (FERSHT et al., 1985; FERSHT, 1987). Nos casos em
que a afinidade é semelhante, as aaRSs utilizam mecanismos de edicao para realizar a ligacdo ao
substrato correto (BEUNING; MUSIER-FORSYTH, 2000).

A maioria das aaRSs realiza diretamente a reacdo de aminoacilagdo do tRNA substrato
por um mecanismo em duas etapas. Na primeira etapa, 0 aminoécido correspondente é ativado
por ATP para formar o intermediario aminoaciladenilato, acompanhado da liberacdo de
pirofosfato inorganico. Apds a ligacdo do tRNA, ha a transferéncia do aminodcido e liberacdo do
AMP (HO et al., 2018).

Devido a criticidade do papel bioldgico desempenhado pelas aminoacil-tRNA sintetases,
elas sdo atrativas como alvos para desenvolvimento de substancias anti-infectivas frente a muitos
microrganismos patogénicos, ndo somente porque produzem as moléculas intermediarias,
aminoacil-tRNAs, que possibilitam que os aminoacidos sejam incorporados a cadeia
polipeptidica nascente, mas por assegurarem a fidelidade deste processo. Assim, a escolha das
aaRSs como alvos de estudos estruturais pode ser de grande valia e auxiliar o desenvolvimento
de novos compostos com propriedades farmacoldgicas que interfiram especificamente na
atividade dessas enzimas. Algumas caracteristicas que reforcam o interesse no estudo das aaRSs
neste contexto podem ser mencionadas: (i) apresentam divergéncia evolutiva entre procariotos e

eucariotos, que podem ser usadas para desenvolver substancias que ndo atuem indesejavelmente
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nas correspondentes humanas; (ii) sdo enzimas bastante conservadas entre patdgenos
bacterianos, o que pode ser explorado no sentido de produzir antibidticos de espectro amplo; (iii)
representam vinte alvos independentes que estdo presentes como um conjunto completo na
maioria das bactérias patogénicas; (iv) podem ser produzidas heterologamente em quantidades
razoavelmente altas e de maneira estavel, (v) muitas delas possuem estrutura tridimensional
determinada por difracdo de raios X, que proveem uma abordagem estrutural para o
desenvolvimento de quimioterapicos (HURDLE; O’NEILL; CHOPRA; 2005) e, geralmente,
antibidticos que interferem na via de sintese de proteinas tém como alvo subunidades
ribossomais ou RNA ribossomal (rRNA) (PHAM et al., 2014; MOEN et al., 2017; HO et al.,
2018).

As pesquisas por inibidores especificos de aaRSs resultaram em varios compostos com
bom potencial, alguns em testes clinicos (KIM et al., 2003). Como exemplo de caso bem
mupirocina, clinicamente utilizada como antibacteriano tépico em infeccdes cutaneas por
Staphylococcus aureus (PHAM et al., 2014; NAKAMA; NUREKI; YOKOYAMA, 2001).

1.1.1 Enzima Metionil-tRNA Sintetase

Esta enzima pertence a classe | (subclasse la) das aminoacil-tRNA sintetases. A sua
composicdo, em termos de dominios, pode ser exemplificada com a estrutura da metionil-tRNA
sintetase de Escherichia coli, que pode ser dividida em quatro dominios: dominio com
enovelamento Rossmann (residuos 1-96 e 252-323), dominio CP (conector peptide) (97-251),
dominio KMSKS (324-384 e 536-547) e dominio carboxi-terminal (385-535). Outra
caracteristica estrutural a se destacar é a existéncia de motivos chamados knuckles que podem
apresentar fons Zn?*. A ligacdo destes fons pode ter alguma importancia na reacdo de ativagio da
metionina, bem como na transferéncia do aminoacido para o tRNA (MECHULAM et al., 1999).

Com base na estrutura cristalina da MetRS de E. coli complexada com L-metionina,
identificou-se o sitio de ligacdo, que se mostrou uma cavidade hidrofobica. Na enzima livre, uma
cadeia lateral de Y260 e a cadeia principal de L13 mantém ligada uma molécula de agua,
enquanto no complexo metionina:enzima a mesma posi¢do é ocupada pelo enxofre delta do
aminoacido. De forma geral, varios residuos sofrem rearranjo no sitio ativo apos a ligagdo da
metionina. O residuo H24 do motivo conservado HIGH, bem como a cadeia lateral de Y15, estdo
envolvidos na ligacdo do grupo carboxilato alfa do substrato atraves de uma molécula de 4gua. O
grupo amino alfa é mantido em posicao pela cadeia lateral do D52 e o oxigénio carbonilico da
L13.



22

Estudos em que foram realizadas mutagdes nos aminoacidos do motivo HIGH mostraram
que o estado de transicdo € estabilizado pelas duas histidinas durante a formacdo do
intermediario metioniladenilato (SCHMITT et al., 1995). A ligacdo da metionina desencadeia
alteragOes estruturais em vérias regides, especialmente dos residuos 118-235 que participam do
dominio CP. O movimento deste dominio pode ter origem na interagdo de m-stacking entre W299
e F304 que ocorre em resposta a ligacdo da metionina. Além disso, a mobilidade do dominio CP
poderia ainda influenciar residuos préximos do knuckle de Zn®* e duas glutaminas do préprio CP
envolvidos na taxa de aminoacilagdo do tRNA (MEINNEL et al., 1991). A regido carboxi-
terminal apresenta certo grau de flexibilidade que, por sua vez, pode ser responsavel pela
comunicagdo com a regido amino-terminal durante a reacdo de aminoacilacgéo.

A metionina participa tanto da iniciacdo quanto da elongacdo durante a sintese de
proteinas, o que implica na existéncia de um tRNA aceptor para cada funcdo. Entretanto, a
mesma metionil-tRNA sintetase deve reconhecer dois substratos distintos que possuem 0 mesmo
anticodon CAU (onde as letras C, A e U representam os nucleotideos citosina, adenina e uracila)
e também ocorre no mesmo sitio na superficie da enzima. O anticddon C34A3sU36 € de grande
importancia na formacdo do complexo MetRS-tRNA de forma proficiente, mesmo frente a
tRNAs heter6logos (BLANQUET; PETRISSANT; WALLER, 1973). O nucleotideo A73
também se apresenta como importante para a eficiente realizacdo de metionilacdo (UEMURA et
al., 1982), pois quando substituido por outros nucleotideos, a eficiéncia da reacdo se reduz.
Apesar da importancia crucial do anticodon CAU, outras regides do tRNA sdo importantes,
como o tamanho do loop do anticédon (MEINNEL et al., 1992) e o braco aceptor (MEINNEL et
al., 1993).

1.2 Rickettsia typhi

As espécies englobadas no género Rickettsia sao a-proteobactérias cocobacilares, gram-
negativas, aerdbicas e de ciclo de vida estritamente intracelular que envolve hospedeiros
vertebrados e invertebrados. Elas dependem de artrépodes hematofagos como vetores e
reservatorios primarios, apesar de que pequenos animais, como ratos e gambas, também podem
ser usados para fins de replicacdo (McLEOD et al., 2004). Rickettsias sdo classificadas em
quatro grupos de acordo com suas caracteristicas bioldgicas, genéticas e antigénicas.
Inicialmente, estes organismos eram classificados em apenas dois grupos: o da febre maculosa
(Spotted Fever Group — SFG), que inclui R. conorii, R. sibirica, R. rickectsii, e o grupo tifo
(Thypus Group — TG), que inclui R. prowazekii e R. typhi. A medida que novas espécies foram

sendo descobertas, mais dois outros grupos foram criados, o grupo transicional, que inclui as
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espécies R. akari, R. australis e R. felis; e grupo ancestral, que inclui R. bellii e R. canadensis
(MCLEOD et al., 2004; WALKER e ISMAIL, 2008, GILLESPIE et al., 2009). Devido a sua
patogenicidade e a severidade das doencas causadas em seres humanos, algumas espécies do
género Rickettsia estéo inseridas nas categorias B (R. rickettsii e R. prowazekii) e C (R. typhi) na
classificacdo de patogenos prioritarios do National Institute of Allergy and Infectious Diseases
(NIAID) e também constam como agentes selecionados (pelo potencial de servirem ao propdésito
de bioterrorismo - R. rickettsii e R. prowazekii) pelo Centers for Disease Control and Prevention
(CDC) (CHAN et al., 2010).

Em consequéncia do estilo de vida obrigatoriamente intracelular, o processo evolutivo
destas bactérias as tornou muito especializadas em invadir e parasitar seus hospedeiros de modo
que uma caracteristica notoria desses organismos € a reducdo genémica. Rickettsias apresentam
genomas que variam em tamanho de 1,1 a 2,3 Mpb, com 75,2-85,2% do material genético de
fato codificante (DIOP; RAQULT; FOURNIER, 2018), além de que apresentam muitos
pseudogenes e genes divididos (WALKER e YU, 2005). Esta reducdo gendmica se da como
resultado da perda de genes considerados ndo essenciais e de alguns componentes de
determinadas vias biossintéticas, portanto, essas bactérias necessitam obter metabdlitos das
células do hospedeiro, transportando-os para o interior de suas proprias células (EL KARKOURI
et al., 2017). Rickettsias sdo capazes de sintetizar ATP, entretanto, utilizam ATP da célula
hospedeira, por meio de translocase de ADP-ATP, até que a concentracdo deste metabdlito seja
reduzida, em cujo caso entdo passam a realizar sua sintese (SAHNI et al., 2019).

A degradacdo génica é observada principalmente em genes codificantes de componentes
do metabolismo de amino&cidos e de carboidratos, sintese de nucleotideos, biossintese de
lipideos (DIOP; RAOULT; FOURNIER, 2018; SAHNI et al., 2019).

A andlise de genomas de um grande nimero de espécies de Rickettsias mostrou uma
tendéncia de que espécies mais virulentas apresentam genomas menores do que espécies menos
virulentas (EL KARKOURI et al., 2017). O genoma de R. typhi apresenta 42 genes de proteinas
que possivelmente se constituem fatores de viruléncia. Alguns exemplos sdo hemolisinas,
enzimas envolvidas na sobrevivéncia dentro do citoplasma; fosfolipases, relacionadas ao escape
do fagolisossomo e da membrana citoplasmatica da célula infectada; proteinas da biossintese de
lipopolissacarideo; proteinas associadas ao sistema de secrecdo tipo IV e autotrasportadores
(Scal-4 e OmpB) (MCLEOD et al., 2004).

R. typhi é o agente causador do tifo murino (tifo endémico) e apresenta uma grande
semelhanga genética com R. prowazekii, que é o organismo causador do tifo epidémico. Apesar
da semelhanca entre estes organismos, R. typhi é um patégeno mais brando para seres humanos

(GILLESPIE et al., 2009). A infeccdo por R. typhi se caracteriza por sintomas como febre,
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cefaleia e mialgia; pode levar a doengas multissistémicas e disseminadas como infeccdo no
cérebro, pulmdes, figado, rins, endotélio cardiaco, vasculite linfohistolitica do sistema nervoso
central, dano alveolar difuso e hemorragia, pneumonia intersticial, edema pulmonar, miocardite e
nefrite intersticial, triadite portal e hemorragia cutdnea, mucosal e serosal (WALKER et al.,
1989). Apesar de severidade demostrada em muitos casos, em geral, o tifo murino apresenta taxa
de mortalidade baixa, menor ou igual a 1% dos casos reportados (WALKER e ISMAIL, 2008),
mesmo sem tratamento a infeccdo é autocontida dentro de um periodo de 7 a 14 dias (PARIS e
DAY, 2014). O tratamento para o tifo murino é feito com antibioticos doxiciclina ou tetraciclina
(alternativamente, individuos hipersensiveis, com disfuncdes hepéticas ou gestantes podem ser
tratados com cloranfenicol ou ciprofloxacina) (KNOOP, 2014). A infeccdo por R. typhi afeta
individuos mundialmente, entretanto, na literatura mais comumente sdo descritos casos em
paises das Américas (a maioria nos Estados Unidos, sobretudo nos estados do Texas e
California), da Africa, Europa e do sudeste da Asia (WALTER et al., 2012; BLANTON, 2019).

A inoculacdo do organismo hospedeiro mamifero pode ocorrer pela picada do vetor
infectado (pulga de rato — principal vetor — Xenopsylla cheopis; pulga de gato, Ctenocephalides
felis ou piolho de rato, Polyplax spinulos), bem como pelos seus excrementos, quando estes séo
levados as regides irritadas ou danificadas da pele do hospedeiro (SAHNI et al., 2019). Outros
mecanismos potenciais de contaminagdo sao 0 contato na mucosa conjuntiva e por inalacdo de
fezes secas contaminadas dos vetores (PARIS e DAY, 2014).

R. typhi infecta inicialmente macréfagos e/ou células dendriticas, em seguida essas
bactérias sdo propagadas através do sistema linfatico, até nodos linfaticos locais. Finalmente, se
espalham hematologicamente e infectam células endoteliais do hospedeiro humano (SAHNI et
al., 2019). A invasdo celular ocorre atraves da adesdo a receptores ainda ndo identificados destas
células e inducdo de fagocitose, seguida de lise do fagossomo, em um processo assistido por
fosfolipase D e hemolisina C, e as células rickettsiais passam ao citoplasma. Apds a
multiplicacdo e lise das células endoteliais infectadas, R. typhi é liberada para promover a
infeccdo de outras células (WALKER e ISMAIL, 2008).

1.3 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Superexpressar, purificar, cristalizar a enzima metionil-tRNA sintetase de Rickettsia typhi
(RtMetRS);

- Determinar a temperatura de desnaturacdo térmica da RtMetRS;

- Realizar ensaios para medicdo da atividade enzimatica de RtMetRS;
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- Coletar dados de difragdo de Raios X dos cristais da RtMetRS;

- Refinar as estruturas obtidas a partir dos padrdes de difracdo coletados.

1.4 MATERIAIS E METODOS

1.4.1 Escolha e Obtencéo do Gene da Metionil-tRNA Sintetase de Rickettsia typhi

A definicdo da Metionil-tRNA Sintetase como gene de trabalho foi realizada com base
em uma busca no portfélio de proteinas e genes do Seattle Structural Center Genomics for
Infectious Disease (SSGCID) (MYLER et al., 2009). Para esta finalidade, foram desenvolvidos
scripts destinados a auxiliar principalmente nas etapas de tomada de decisdo, contemplando
desde o gerenciamento do trafego de dados de e para 0 SSGCID até a compilacdo dos dados para
avalicdo. As etapas iniciais compreenderam a coleta das sequéncias de aminoacidos e sua
reformatacdo, para todas as proteinas. Intermediariamente, buscou-se definir proteinas cujos
genes que codificassem proteinas completas pudessem ser fornecidos para pesquisa, mas que
ainda ndo tivessem estrutura tridimensional resolvida e se ajustassem a infraestrutura do
laboratério. Posteriormente, uma andlise bioinformética de predi¢éo da propenséo a cristalizacao
de cada proteina com o servidor XtalPred (SLABINSKI et al., 2007) foi realizada
automaticamente pelo script que, finalmente, compilou as informacdes de cristalizabilidade em

uma tabela para avaliacdo final humana e, entéo, solicitacdo ao SSGCID.

1.4.2 Métodos Gerais para Recuperacao de Plasmideos, Bactérias, Superexpressao, Purificagdo
das Proteinas e Ensaios de Cristalizacao

1.4.2.1 Preparagdo de células quimiocompetentes

Os meios de cultura LB e LA foram preparados de acordo com Sambrook; Fritsch e
Maniatis (1989). Bactérias Escherichia coli da cepa Rosetta BL21(DE3)pLysS foram inoculadas,
a partir do estoque em glicerol, em 5 mL de meio LB suplementado com cloranfenicol 34 pg mL"
! e cultivadas por aproximadamente 16 h a 37 °C e 150 rpm. Uma aliquota de 500 pL desta pré-
cultura foi tomada para inocular 25 mL de meio LB suplementado com cloranfenicol 34 pg mL™.
Esta cultura foi mantida sob agitacdo a 37 °C e 150 rpm até que sua densidade Gtica a 600 nm
atingisse valor 0,4; posteriormente, ela foi transferida para um tubo de 50 mL e resfriada em
gelo. Realizou-se a centrifugagédo deste volume (a 4 °C) por 15 minutos a 2500 x g. Descartou-se
0 sobrenadante. O pellet de células foi cuidadosamente ressuspenso em 10 mL de solucdo 200

mmol L™ de Tris-acetato pH = 8, 50 mmol L™ de CaCl, (0 — 4 °C), incubado em gelo por 1 hora
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e novamente centrifugado a 2500 x g por 15 minutos. Descartou-se o sobrenadante. O pellet foi
cuidadosamente ressuspenso em 0,5 mL da solucdo de CaCl, (0 — 4 °C) e incubado em gelo por
1 h. A suspensao resultante foi dividida em aliquotas de 100 pL; a cada uma, foram adicionados
20 pL de solugdo de glicerol 50% para serem armazenadas a -86 °C até serem usadas. Todas as

solucdes usadas foram esterilizadas por filtragdo em membranas com porosidade 0,22 pum.

1.4.2.2 Recuperacdo dos plasmideos

O vetor plasmidial de expressdo da proteina (BG1861, com resisténcia a ampicilina) foi
recebido do SSGCID impregnado em papel de filtro. O procedimento consistiu em excisar
aproximadamente 1 cm? da porcdo central da regido do papel em que o gene foi impregnado e
inserir este fragmento em uma ponteira de 1 mL cortada, para que ela coubesse em um
microtubo de 2 mL. Adicionaram-se 100 puL de agua ultrapura ao fragmento excisado. O sistema
foi mantido a temperatura ambiente por 20 min para extracdo dos plasmideos pela agua. Por fim,

realizou-se uma centrifugacao a 200 x g por 45 s para separar o papel da solucdo do plasmideo.

1.4.2.3 Transformacao

Utilizou-se uma aliquota de 50 uL de células quimiocompetentes descongeladas de gelo e
5 uL das solugdes do plasmideo. A mistura foi gentilmente homogeneizada e mantida em banho
de gelo por 10 minutos. Subsequentemente, aliquotas de 10 pL e 40 pL foram inoculadas em
meio LA (complementado com cloranfenicol 34 pg mL™ e ampicilina 100 pg mL™). As colénias
desenvolvidas foram tomadas separadamente e inoculadas em meio LB, suplementado com os
antibidticos necessarios, e incubadas a 37 °C e 150 rpm até D.0.600 de 0,4 - 0,6. As células
foram recuperadas por centrifugacdo a 4000 x g, ressuspensas em glicerol (concentragéo final de

20%) e armazenadas a -86 °C.

1.4.2.4 Superexpressao e purificagdo

A superexpressdo da RtMetRS foi realizada através do emprego de meios de cultura para
autoinducdo, especificamente, ZYP-5052 (STUDIER, 2005). Para o propdsito de testes,
geralmente 5 ou 10 mL de meio foram inoculados diretamente com as células do estoque em
glicerol a uma diluicdo de 1:1000 (V/V). Para producdo destinada a purificacdo das proteinas,
realizaram-se pré-indculos em meio LB, dos quais aliquotas foram utilizadas para inocular o

volume desejado de meio ZYP-5052. Em todos os casos, procedeu-se & complementacdo dos
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meios de cultura com os antibidticos adequados, com as incubacdes realizadas a 170 rpm, 37 °C
ou 20 °C por periodos de 18 — 20 horas em incubadora com agitacao orbital, shaker.

Alternativamente, para expressdo destinada a purificacdo, empregou-se um biorreator
confeccionado no nosso laboratério que permite o desenvolvimento de culturas bacterianas por
meio de insuflacdo de ar. Este dispositivo foi concebido tendo em vista o principio de
funcionamento do biorreator comercial LEX™ — “Large-scale EXpression” (Harbinger Biotech,
Toronto, Canada). Quando da utilizacdo deste método, o meio ZYP-5052 foi complementado
ainda com 0,02% (V/V) de antiespumante SE15 (Sigma), como sugerido nas instru¢es do
fabricante, sem que outras condi¢des fossem modificadas. Nos casos de expressao a 20 °C, apds
a inoculacdo do volume desejado de ZYP-5052, as culturas foram submetidas a um pré-
crescimento por 4 h a 37 °C, em seguida, a temperatura foi reduzida para 20 °C e o cultivo
continuado até se completarem 22 h.

Findo o tempo de expressao, os meios foram centrifugados e o pellet de células foi
ressuspenso em tampao de lise (20 mmol L™ de HEPES-NaOH pH = 7,5, 500 mmol L™ de NaCl)
e lisado por ultrassom durante 10 — 20 min, de acordo com o volume de células produzido. Para
tanto, a suspensao de células foi submetida a uma sequéncia de pulsos ultrassénicos de 30 s, cada
qual seguido de 30 s de repouso, até que o tempo total predeterminado fosse atingido. O lisado
total foi centrifugado a 20000 x g durante 3 minutos (teste de expressao) ou 1 hora (para
purificacdo) a 4 °C. As amostras da fracdo sollvel foram submetidas a procedimentos de
purificacdo cromatografica por afinidade a ions metélicos imobilizados (IMAC — Immobilized
Metal Affinity Chromatography), com fons Cu?* ou Ni** imobilizados em colunas HisTrap FF de
5mL, previamente equilibradas com tampéo de lise. A eluicdo das proteinas sem afinidade pela
fase estacionaria foi realizada com o tampdo de lise e a eluicdo das enzimas de interesse foi
realizada pela aplicacdo de um gradiente com este mesmo tamp&o acrescido de 500 mmol L™ de
imidazol. A verificagdo da ocorréncia de expressao das enzimas, bem como 0 monitoramento das
amostras eluidas nas cromatografias, foi realizada por eletroforese em géis de poliacrilamida em
condigdes desnaturantes (SDS-PAGE; LAEMMLI, 1970).

1.4.2.5 Ensaios de cristalizagédo

Os ensaios de cristalizacdo foram conduzidos com solugdes proteicas obtidas apos
reunido das fracOes eluidas na cromatografia de afinidade e, subsequentemente, concentradas por
ultrafiltracdo em dispositivos concentradores Vivaspin 6 com membrana de corte de massa
molecular de 30 kDa (GE Healthcare). As concentragdes utilizadas sofreram variacdes a
depender do lote de purificacdo, em geral, foram utilizadas amostras concentradas até 7,0, 8,76,
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10, 15,8 mg mL™, conforme dosagem realizada empregando-se o método descrito por Bradford
(1976).

Os ensaios foram efetuados manualmente (na cdmara de cristalizacdo do Laboratério de
Purificacdo de Proteinas da UEPG) em placas de cristalizagdo com 24 pogos, nas quais se
utilizaram 250 uL de solucdo de cada condicdo de cristalizacdo dos kits comerciais JCSG+,
Morpheus, Structure Screen, Midas e PGA Screen (Molecular Dimensions). Empregou-se o
método de difusdo de vapor (MCPHERSON, 1999), majoritariamente na configuracdo do tipo
gota suspensa e, em algumas tentativas de refinamento de eventuais hits, na configuragéo do tipo
gota sentada. Em todos os casos a temperatura de incubacéo das placas foi 18 °C.

Foram preparadas gotas de 2 ulL, obtidas pela acrecdo de 1 uL de solucdo concentrada de
proteina a 1 uL da solu¢do do poco. Inicialmente, estes experimentos, no formato screening,
foram realizados com a proteina na forma apo, de maneira que somente uma gota foi montada
por condicdo testada. Posteriormente, decidiu-se utilizar quatro gotas para cada condicéo testada,
mantidas as proporcfes volumeétricas descritas anteriormente, a fim de se promover eventual
cocristalizacdo com os substratos ATP e L-metionina (daqui em diante, denominada apenas
metionina). Neste caso, a composi¢do qualitativa da solucdo proteica em cada gota foi a
seguinte: (i) a protefna na forma apo, (ii) proteina em complexo com ATP 10 mmol L™, (iii)
protefna em complexo com metionina 10 mmol L™ e (iv) proteina em complexo com ATP e com
metionina, 10 mmol L™ cada. Em todos os casos 0s substratos foram adicionados & soluc&o de
proteina concentrada a partir de uma solucdo estoque concentrada, de modo que a diluicdo

ocorrida pudesse ser negligenciada.

1.4.3 Coleta de Dados de Difracdo de Raios X

Cristais obtidos em ensaios iniciais de screening foram testados quanto a capacidade de
difracdo em difratbmetro para monocristais D8 Venture (Bruker) da UFPR. Os cristais foram
coletados manualmente em loops e o sistema loop+cristal foi acondicionado rapidamente no
interior de um capilar ao qual foram adicionados previamente 10 pL da solug@o de cristalizagéo,
necessaria para evitar dano ao cristal por evaporacdo do solvente. Esta etapa preparatoria e a
aquisicdo das imagens de difracdo foram executadas a temperatura ambiente pela
indisponibilidade momenténea de refrigeracgéo.

As coletas de conjuntos de dados de difracdo foram realizadas na fonte de luz sincrotron
Sirius, operada pelo Laboratorio Nacional de Luz Sincrotron — LNLS — (Campinas, SP, Brasil).
Os cristais, submetidos & difracdo por raios X de comprimento de onda A = 0,97718 A, foram
mantidos sob fluxo de nitrogénio em temperatura de 100 K e 3600 imagens (correspondentes a
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uma rotacdo de 360 ° do cristal, portanto, 0,1 ° por imagem) foram registradas para cada regido

irradiada de cada cristal.

1.4.4 Espalhamento Dindmico de Luz (DLS) e Nanofluorimetria Diferencial de Varredura
(NanoDSF)

Amostras purificadas da proteina foram submetidas a analise de homogeneidade por meio
do emprego da técnica de Espalhamento Dindmico de Luz (DLS) e também foram caracterizadas
quanto a estabilidade térmica por Nanofluorimetria Diferencial de Varredura (NanoDSF).
Especificamente para estas técnicas, a proteina foi purificada em trés etapas. A primeira consistiu
em uma cromatografia de afinidade do tipo ja descrita no item 1.4.2.4.

Em seguida, uma segunda etapa de purificacéo foi realizada, agora de troca anionica, em
coluna HiTrap Q HP de 1 mL previamente equilibrada em tamp&o 20 mmol L™ de
trietanolamina-HCI, pH = 7,5, 5% (V/V) de glicerol (Al). As fracdes de interesse eluidas da
IMAC foram reunidas e a fracdo combinada foi diluida para reduzir a concentra¢do de NaCl em
20 mmol L. A eluicéo foi realizada com gradiente de concentragdo de NaCl obtido pela mistura
do tampdo Al com tamp&o Al acrescido de 500 mmol L™ de NaCl (tamp&o A2). Por fim, as
fracdes de interesse desta segunda etapa foram reunidas, a fracdo combinada foi concentrada até
o volume de 500 pL e usada em uma cromatografia de exclusdo por tamanho (SEC — Size
Exclusion Chromatography) em tamp&o 20 mmol L™ de HEPES-NaOH pH = 7,5, 500 mmol L™
de NaCl. A fragéo de interesse nesta etapa foi centrifugada a 20000 x g durante 10 mina 4 °Ce
uma aliquota foi retirada diretamente da porcdo mais superficial da solu¢cdo com tubo capilar
para os experimentos de DLS e NanoDSF em equipamento Prometheus Panta.

Os parametros para DLS foram ajustados para poténcia do laser de 100% e 10
aquisi¢des/replicatas por capilar (modo ‘sensivel’, de acordo com a terminologia empregada pelo
fabricante do equipamento). Ao final, o mesmo capilar foi usado para NanoDSF, neste caso,
utilizou-se uma taxa de aquecimento de 1,5 °C/min ao longo de um intervalo de temperatura de
20 a 80 °C e poténcia do laser de excitagdo de fluorescéncia de 38%. A intensidade de emisséo
fluorescente dos residuos de aminoéacido triptofano foi registrada nos comprimentos de onda 330
nm e 350 nm e a razdo entre os valores de fluorescéncia nestes comprimentos de onda (350
nm/330 nm) foi computada automaticamente e posta em grafico como uma funcdo da
temperatura. Os comprimentos de onda correspondentes a um maximo de intensidade de
fluorescéncia do triptofano diferem de acordo com o ambiente quimico em que este residuo se
encontra. Quando ele estd em um ambiente hidrofilico (residuo exposto ao solvente), 0 maximo

de emissd@o ocorre em 350 nm, enquanto que em um ambiente hidrofobico (residuo internalizado
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na estrutura de uma proteina, por exemplo), 0 maximo de emissao ocorre em 330 nm. Portanto, o
monitoramento da razdo 350 nm/330 nm como funcdo da temperatura possibilita estimar o valor
da temperatura de desnaturacdo na qual metade da populacdo de proteina se encontra
desnaturada (Tn). Ao final desta etapa, de desnaturacdo térmica, foi realizado o resfriamento
gradual da amostra ao longo do intervalo de temperatura de 80 a 20 °C, com uma taxa de
resfriamento de 1,5 °C/min. DLS e NanoDSF foram realizados em triplicata para a proteina apo,

em complexo com ATP e em complexo com metionina.

1.4.5 Procedimentos Computacionais

1.4.5.1 Determinacdo de estrutura cristalografica por difracdo de raios X

1.4.5.1.1 Processamento das imagens de difracéo

Os procedimentos de indexacdo, integracdo e escalonamento foram realizados com
DIALS (WINTER et al., 2018).

1.4.5.1.2 Atribuicao inicial de fases

Um modelo de busca foi definido com auxilio da ferramenta Basic Local Alignment
Search Tools (BLAST) (JOHNSON et al., 2008), disponivel no site do National Center of
Biotechnology Information (NCBI), com os parametros de busca padrdes e contra a base de
dados de estruturas tridimensionais PDB. Os critérios de escolha do modelo de busca para a
substituicdo molecular foram a porcentagem de identidade sequencial e maior grau de cobertura
do modelo da estrutura homdloga. Em seguida, um alinhamento entre as sequéncias de
aminoacidos da RtMetRS e da proteina homologa selecionada foi produzido com o programa
TCOFFEE (NOTREDAME; HIGGINS; HERINGA, 2000). Este alinhamento foi utilizado como
dado de entrada para o programa CHAINSAW (STEIN, 2008) no modo “MAXI”. Com a
informagdo do contetdo de solvente do cristal, determinado com o programa
MATTHEWS_COEF (MATTHEWS, 1968), a estimativa inicial das fases foi realizada pelo
método de substituicdo molecular pelo programa PHASER (MCCOQY et al., 2007).

Posteriormente, ante a diminuicdo da simetria para P1, as moléculas entdo ndao mais

simetricamente equivalentes foram geradas com o programa PDBSET (WINN et al., 2011).
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1.4.5.1.3 Refinamento estrutural

O modelo inicial da RtMetRS obtido por substituicdo molecular foi submetido a um
processo de construcdo automatica com o programa phenix.autobuild (LIEBSCHNER et al.,
2019). Este modelo foi, entdo, utilizado para continuar, agora manualmente, a construcdo de
regides ainda ndo modeladas e posicionamento dos 4&tomos na densidade eletrénica em um
procedimento iterativo de ciclos de refinamento no espago reciproco e no espago real com 0s
programas phenix.refine (LIEBSCHNER et al., 2019) e COOT (EMSLEY e COWTAN, 2004),
respectivamente. Neste processo, utilizaram-se mapas de densidade eletronica 2mFo-DFc com o
geralmente igual a 1 e mapas Fourier diferenca mFo-DFc com o geralmente igual a 3. Os mapas
2mFo-DFc foram produzidos pelo método Feature Enhanced Map (FEM) (AFONINE, et al.,
2015).

Posteriormente, ante a necessidade de se refinar com véarios dominios de twinning,
utilizou-se o programa REFMAC5 (MURSHUDOQV et al., 2011) no procedimento iterativo de
refinamento, tal como o descrito no paragrafo anterior. Assim, para melhor comparacao,
adicionaram-se moléculas de agua, inicialmente de forma automatizada se utilizando o programa
Arp/wARP (COHEN et al., 2008) e, posteriormente, por adi¢bes manuais.

O servidor TLSMD (PAINTER e MERRITT, 2006) foi utilizado para determinar grupos
de TLS (Translation, Libration and Screw — Translacdo, Libracdo e Parafuso), ou seja, que se

comportam com deslocamentos harmonicos de corpo rigido.

1.4.5.1.4 Validagdo do modelo final

O modelo final foi validado quanto a qualidade geral, principalmente geométrica, com 0s
programas Procheck (LASKOWSKI, 1993) e Molprobity (CHEN et al., 2010). A avaliacdo da
qualidade do ajuste do modelo na densidade eletronica foi realizada atraves dos indices RSCC
(Real Space Correlation Coefficient — Coeficiente de Correlagdo no Espaco Real) e RSR (Real
Space Residual — Residual no Espaco Real) calculados com o programa Mapman (KLEYWEGT
e JONES, 1996).



32

1.4.5.2 Analises e comparaces estruturais

1.4.5.2.1 Topologia da estrutura da RtMetRS

A érea de interacdo entre 0os mondmeros, nimero e tipo de interacdes entre eles e 0
diagrama de topologia foram obtidos com o servidor PDBSum (LASKOWSKI et al., 2018).
Também foi empregado o programa PISA (KRISSINEL e HENRICK, 2007) para a estimativa

da area superficial de cada monémero.

1.4.5.2.2 Comparac0es estruturais com proteinas homologas

Comparac0es estruturais foram realizadas atraves da sobreposi¢do do modelo validado da
RtMetRS com estruturas de proteinas homdlogas. A definicdo das homdlogas teve como base
um alinhamento inicial produzido com a ferramenta BLAST, mantidos 0s seus parametros
padrdes de busca, exceto a base de dados, que foi alterada para PDB. A partir deste alinhamento
foram excluidas estruturas de menor cobertura sequencial e redundantes, selecionadas aquelas
apenas de metionil-tRNA sintetases e que tivessem maior valor de identidade sequencial. As
sobreposic¢des foram realizadas com o programa GESAMT (KRISSINEL, 2012). Este mesmo
conjunto de estruturas homologas foi utilizado para produzir um alinhamento estrutural com o
programa TCOFFEE.

1.4.5.2.3 Determinacéo dos contatos estabelecidos entre RtMetRS e a metionina

O programa NCONT (WINN et al., 2011) foi usado para se determinar 0s contatos
existentes entre o substrato metionina e a cadeia polipeptidica a uma distancia maxima de 3,5 A.
Para a visualizacdo dos residuos interagentes, bem como dos demais modelos estruturais citados
no texto, foi utilizado o programa PYMOL (DeLANO, 2002).

1.5 RESULTADOS E DISCUSSAO

1.5.1 Superexpresséo e Purificagdo da Metionil-tRNA Sintetase de Rickettsia typhi (RtMetRS)

A recuperacdo do plasmideo foi efetuada como descrito no item 1.4.2.2 dada a
dificuldade de separacdo da solucdo plasmidial do papel de filtro usado para sua impregnacao
devido ao fato de ele ser bastante espesso e absortivo. Nestas condi¢des, a quantidade de DNA

extraida deve ser relativamente reduzida, entretanto, a transformacéo foi bem sucedida. A anélise
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do perfil de expressao proteico através de eletroforese em gel de poliacrilamida 10% na presenca
de dodecilsulfato de sédio (SDS-PAGE 10%) (Figura 1) evidenciou uma banda intensa na
posicdo esperada para massa molecular de aproximadamente 59 kDa, portanto, compativel com
o valor de 59,35 kDa calculado pelo servidor ProtParam (GASTEIGER et al., 2005) a partir da
sequéncia de aminoacidos da metionil-tRNA sintetase de R. typhi (RtMetRS). Faz-se necessario
ressaltar a importancia desta informacdo uma vez que, segundo o relatério de validacéo
sequencial enviado pelo SSGCID, havia a possibilidade de que esta enzima fosse produzida
desprovida dos 35 primeiros residuos de aminoécidos. Assim, esperar-se-ia uma banda no SDS-
PAGE de aproximadamente 53,31 kDa. Comparativamente a estrutura da MetRS de E. coli, PDB
1QQT (MECHULAM et al., 1999), parte destes 35 residuos faz interacdes com o substrato
metionina, portanto, sua auséncia poderia acarretar prejuizo a sua funcéo.

A partir da Figura 1, pode ser observado que a maior parte da massa de RtMetRS
expressa se encontra na raia correspondente a fracdo insoltvel (identificada com a letra 1) do
lisado bacteriano total. Contudo, a porcdo produzida soltvel (identificada com a letra S) da

RtMetRS foi suficiente para que pudesse ser purificada posteriormente.

Figura 1. Gel de eletroforese em poliacrilamida 10% do teste de confirmag&o de expressdo da Metionil-tRNA sinte-
tase de Rickettsia typhi.

Legenda: Gel SDS-PAGE 10% do teste de expressdo da RtMetRS. As raias se referem a: MM, marcador de massa
molecular — kDa (A: 66,5; B: 55,8); demais, amostras T — lisado bacteriano total, S — fragdo solGvel do lisado
bacteriano, | — fracdo insollvel do lisado bacteriano.

Fonte: O autor.

Em um primeiro teste, realizou-se uma cromatografia de afinidade por metal imobilizado
(IMAC), fons Cu®* especificamente, sob a hipétese de que o rendimento seria maior (de acordo

com o manual do fabricante da coluna). De fato, a RtMetRS foi eluida em um ndmero menor de
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fracOes, ou seja, mais concentrada, embora, com mais contaminagdes também. Diante disso,
optou-se por utilizar fons Ni** imobilizados (cromatograma na Figura 2A) em testes de
purificacdo subsequentes, nos quais a RtMetRS se distribuiu em um maior nimero de fracGes,

porém, com pureza mais elevada (Figura 2B).

Figura 2. Purificacdo cromatografica da Metionil-tRNA sintetase de Rickettsia typhi.
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Legenda: (A) Perfil de eluicdo da RtMetRS na cromatografia de afinidade por metal imobilizado com fons Ni?*
imobilizados. A absorbancia foi monitorada em 280 nm. (B) Gel de poliacrilamida 10% com dodecilsulfato de sodio
do pico 3 da cromatografia mostrada em (A). As raias se referem a: MM, marcador de massa molecular — kDa (A:
66,5; B: 55,8; C: 29,0); demais, amostras 64 — 69 correspondentes as fracfes (1 mL) eluidas e que continham a
RtMetRS.

A RtMetRS foi eluida no pico 3 no gradiente feito com o tampéo de elui¢do no intervalo
de concentracio de imidazol de 175 a 208 mmol L™ (Figura 2A). Através da inspecéo gel de
eletroforese na Figura 2B, nota-se que algumas impurezas ainda persistem ap6s a IMAC,
sobretudo préximas a 29 kDa.

As fracOes de interesse foram reunidas e submetidas a dialise para remoc¢do do imidazol
e, paralelamente, uma aliquota de 1 mL foi tomada para teste de concentragédo por ultrafiltracdo
em membranas de corte de massa molecular de 30 kDa. As impurezas acima referidas foram
eliminadas apds a tentativa de concentragdo da amostra ndo dialisada — a concentragdo atingida,
de cerca de 0,85 mg mL™, foi estimada espectrofotometricamente de acordo com Bradford
(1976). A qualidade desta amostra foi monitorada por SDS-PAGE durante trés semanas; neste
periodo, ndo foi observado qualquer sinal de degradacdo da proteina. A amostra submetida a
diélise, entretanto, mostrou-se instvel e sofreu agregacdo logo nas primeiras 24 horas do
procedimento com formacédo de precipitado. Em uma tentativa de reestabelecer a RtMetRS em
solucdo, nova diélise foi realizadas contra um tamp&o com 500 mmol L™ de NaCl e 10% de

glicerol; entretanto, nenhuma desagregacdo foi observada. Apesar disso, decidiu-se utilizar o
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volume ainda limpido de ambos os casos em testes de concentracdo. Novamente, foi observada a
formacdo de precipitados, embora a fracéo solvel — cerca de 0,7 mg mL™ — tenha se mantido
sem degradacdo por cerca de trés semanas. Diante destes insucessos, no que se refere a
estabilizacdo da RtMetRS em solugdo, decidiu-se eliminar a etapa de dialise em purificacbes
subsequentes e utilizar diretamente as fracGes da IMAC para concentrar e seguir para 0S ensaios
de cristalizacdo. Em tentativa posterior de purificar e concentrar a RtMetRS, novamente ela se
mostrou instavel durante a etapa de concentracdo. Estas tentativas iniciais de purificacdo foram
conduzidas em tampdo Tris-HCI, entretanto, as purificagbes no SSGCID sédo realizadas em
tampdo HEPES (escolhido como padrdo pelo consércio). Sob a hipotese de que a utilizagdo deste
mesmo tampao poderia ser benéfica e estabilizar a RtMetRS, passou-se a utilizad-lo em
procedimentos posteriores, nos quais se confirmou ser possivel atingir concentracdes altas da
enzima de forma estavel. Como mencionado anteriormente, a fragdo sollvel da RtMetRS é
relativamente pequena, por isso, foi adotada a temperatura de 20 °C em todos os ensaios de
expressao seguintes com o intuito de favorecer sua expressao soluvel.

Ainda no que diz respeito & expressdo, notou-se que o rendimento da RtMetRS foi menor
quando o método empregado para sua producdo foi o de insuflacdo de ar, em comparagdo ao
obtido com agitacdo orbital. Este fenbmeno j& havia sido descrito por Studier (2005) quando é
empregado meio de autoinducdo em uma condicdo de grande oxigenacdo, principalmente em
temperaturas mais baixas, como a usada aqui. Tal fato, entretanto, ndo se constituiu em

empecilho para que o objetivo de cristalizagio fosse alcangado.

1.5.2 Cristalizacdo da RtMetRS

Nos ensaios de cristalizagéo iniciais realizados com os kits Morpheus e Structure Screen
I, varias condi¢Oes apresentaram cristais, mas a maioria, no entanto, verificou-se posteriormente
por difratometria de raios X que se tratavam de cristais de substancias de natureza nao proteica
ou cristais que ndo proviam padrdes de difracdo. Estes experimentos de cristalizagdo foram
realizados com apenas a forma apo da RtMetRS a 7,0 mg mL™. A utilizacdo dos aminoécidos
cognatos foi uma decisdo importante no contexto da bem sucedida cristalizacdo de outras
aminoacil-tRNA sintetases (MOEN et al., 2017). A adocdo dessa estratégia poderia trazer
beneficios para o caso da RtMetRS, isto é, sob a hipOtese de que a presenca do substrato a
estabilizaria em solucdo na medida que a interacdo com a metionina poderia reduzir a
flexibilidade da estrutura e, assim, leva-la a um estado de maior monodispersividade que poderia
favorecer a cristalizagéo. Portanto, em ensaios de cristalizagdo subsequentes, os substratos foram

sempre incorporados a solucdo de RtMetRS.
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Em novos ensaios realizados com o complexo de RtMetRS (a 7,0 mg mL™) com
metionina algumas condi¢Ges dos kits Morpheus e Structure Screen | apresentaram cristais
(Tabela). Na Figura 3 sdo mostrados alguns destes cristais que, entretanto, ndo produziram um
padrdo de difracdo, possivelmente devido a natureza ndo proteica (Figura 3A) ou por
apresentarem capacidade de espalhamento de raios X muito reduzida dada a menor massa de
proteina da regido irradiada (Figura 3B e 3C).

Tabela 1. Composicéo de condicOes de cristalizagdo nas quais se desenvolveram cristais no ensaios de cristalizacdo
com os kits Morpheus e Structure Screen I.

Kit — Namero da condicédo Composicéo
Morpheus — 9 0,06 mol L™ de cations divalentes; 0,1 mol L™ de mistura
tamponante #3 pH 8,5; 40% (V/V) PEG500MME e 20% (m/V)
PEG20000

Structure Screen | — 29 1,4 mol L™ de Citrato de Sédio tribasico; 0,1 molL™ de Hepes
sodico pH 7,5;

Structure Screen | — 33 0,2 mol L™ MgCly6H,0; 0,1 mol L™ de Tris pH 8,5 e 30%
(m/V) PEG4000

Structure Screen | — 35 0,2 mol L™ Li;SO4; 0,1 mol L™ de Tris pH 8,5 e 30% (m/V)
PEG4000

Legenda: Descrigdo da composicéo das solugdes de cristalizacdo de alguns kits nas quais foram obtidos cristais da
RtMetRS.
Fonte: O autor.
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Figura 3. Cristais inicialmente obtidos nos ensaios de cristalizacdo com o complexo RtMetRS com metionina.

=S

Legenda: (A) Cristais obtidos na condicéo 9 do kit Morpheus. (B) e (C) Cristais obtidos nas condi¢des 33 e 35 do kit
Structure Screen |, respectivamente.
Fonte: O autor.

Afortunadamente, a condi¢cdo ndmero 29 do kit Structure Screen | apresentou Varios
cristais de aspecto mostrado na Figura 4 e um deles foi capaz de gerar um padrdo de difracao
com caracteristicas tipicas de cristal de proteina. Este experimento serviu apenas para o
propdésito de confirmar a natureza proteica do cristal obtido (e, por extensdo, dos demais na
mesma gota), uma vez que ele ndo apresentou qualidade suficiente para realizar uma coleta

completa de dados. Além disso, ha que se considerar que a aquisic¢éo deste padrédo de difracao foi
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realizada no difratbmetro de laboratorio anteriormente citado, portanto, a intensidade reduzida do
feixe de raios X nesta circunstancia poderia ser insuficiente para permitir a aquisicdo de

reflexdes de maior resolucéo.

Figura 4. Cristais obtidos nos ensaios de cristalizacdo iniciais realizados para a RtMetRS na concentracéo de 7,0 mg
mL™.

Legenda: (A) Cristais observados na condi¢do 29 do kit Structure Screen I. O cristal maior destacado pela seta foi
submetido a difracdo de raios X para confirmacéo da sua natureza proteica. (B) Padrio de difragdo coletado em A =
1,542 A do cristal indicado em A. O limite de maior resolucéo observado foi aproximadamente 5 A (determinado

por inspe¢do manual com o auxilio do programa ADXV).

A partir da composicdo desta condicdo, foram realizados novos ensaios de cristalizagdo
com o proposito de melhorar a qualidade dos cristais. Assim, variou-se a concentracdo do
precipitante citrato de sédio tribasico (1,0; 1,2; 1,3; 1,4; 1,5e 1,6 mol LY) eo pH (6,8; 7,0; 7,5 e
8,0) com volume do pogo de 250 puL e 500 uL. Nestes ensaios, utilizando-se a técnica de gota
suspensa, cristais se desenvolveram em praticamente todas as condi¢Ges e tinham aspecto
semelhante aos da condigdo original, agora com melhor definicdo dos dominios dos quais 0s
cristais eram constituidos, que cresceram a partir da sua regido central. Tendo em vista este
resultado e que os cristais que pareciam ser mais ordenados se desenvolveram em concentragdes
de citrato de sédio tribasico entre 1,30 e 1,50 mol L™, realizou-se mais uma tentativa de
refinamento através da alteracdo da concentracdo de precipitante (1,30; 1,36; 1,38; 1,40; 1,42 e
1,46 mol L™ — pH e volume do poco mantidos sem alteracdo em relacdo ao primeiro
refinamento) e de RtMetRS (15,8 e 22,6 mg mL™). Desta vez, néo se observou melhoramento no
aspecto visual dos cristais.

Exatamente estas mesmas condi¢Ges foram testadas com a técnica de gota sentada e
volume do poco de 100 puL. Eventualmente, em algumas condi¢cdes foram observados cristais
visualmente monocristalinos, alongados em uma dire¢do que, entretanto, ndo renderam padrdes

de difracdo de boa qualidade, em geral, ou seja, difrataram a apenas muito baixa resolucgéo.
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As gotas preparadas com RtMetRS apo, em complexo somente com ATP e em complexo
com metionina e ATP, em todos 0s ensaios, ndo resultaram em qualquer tipo de cristalizacao.
Nestes casos foram observados apenas precipitados amorfos.

Levando-se em consideracdo todos os ensaios de cristalizacdo realizados com a finalidade
de refinamento, foram produzidos centenas de cristais, mas a maioria ndo apresentou diferenca
visual de qualidade e morfologia. A maior parte dos cristais submetidos a difracdo proveram
padrdes com resolucdo muito baixa, geralmente de 18 — 5 A, e com reflexdes severamente
sobrepostas, mostrando-se como regifes praticamente continuas de impressdo dos pixels do
detector. N@o obstante, em cinco casos, foi possivel coletar conjuntos completos de dados de
difracdo. Entretanto, devido a dificuldades enfrentadas durante o processamento desses dados,
mais cristais foram produzidos com o intuito de se obter dados melhores. Em um caso/cristal, foi
possivel coletar dados de melhor qualidade e prosseguir até a solucdo da estrutura da RtMetRS,
especificamente na condicéo de otmizag&o cuja composicéo é 1,42 mol L™ de citrato de sédio
tribasico e 0,1 mol L™ de HEPES sédico pH 7,0.

1.5.3 Espalhamento Dindmico de Luz (DLS) e Nanofluorimetria Diferencial de Varredura
(NanoDSF)

Realizaram-se experimentos de DLS e NanoDSF para a avaliagdo do grau de
homogeneidade (inferido a partir do indice de polidispersividade da amostra — PDI
Polydispersity index) em solucdo e da estabilidade térmica da RtMetRS, respectivamente. As
purificacbes efetuadas para este propdsito transcorreram de maneira reprodutivel no tocante ao
perfil de eluicdo da IMAC em relacdo as purificacGes realizadas para cristalizacdo. Desta vez, no
entanto, as contaminacGes minoritarias que persistem ap6s a IMAC precisaram ser eliminadas
para que ndo interferissem nas medidas de espalhamento e fluorescéncia, para isso, fracdes
selecionadas da IMAC foram submetidas duas novas etapas cromatograficas, descritas na secao
Materiais e Métodos. A Figura 5 mostra os cromatogramas de cada etapa e 0s respectivos geis
SDS-PAGE. A fracdo 15 da gel filtracdo foi usada para realizacdo dos ensaios de DLS e

NanoDSF, nas formas apo e em complexo com ATP ou L-metionina.
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Figura 5. Cromatogramas das etapas de purificacdo e os respectivos géis SDS-PAGE da producao da RtMetRS des-
tinada as analises de DLS e NanoDSF.

3000

2500

2000

1500

1000

Absorbancia (mA.U.)

500

1400

1200

1000

800

600

o]
Absorbancia (mA.U.)

400

200

MM 42 43 44 45 46 47 48 49 50 51 52

O
Absorbancia (mA.U.)

- 500
1 - 400 A = =
- o Sesssse-
3 — .
I 300 § C
-3
3
I 200 3 D o
r_'_
I 100
T T T T T o -
0 20 40 60 80 100 120 —_——
Volume (mL)
MM 93 94 95 96 97 98 99 100101102103
I s00
I 400
¥ A »
Wi B veSPPew™ -
§ C -
200 =
D
I 100
—_—\ T\ 0
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 —
Volume (mL)
MM 14 14,5 15 15.5 16
500 +
A
400 B -..- -
c -
300 4
D
200 - .
100 4
okl J —
0 5 10 15 20 2 20

Volume (mL)

Legenda: Etapas de purificacdo cromatograficas da RtMetRS. (A) Cromatografia de afinidade (IMAC). As fracdes
equivalentes aos volumes 48-51 mL (pico 1 da eluigdo) foram reunidas e diluidas para reduzir a concentracao de
NaCl para 20 mmol L™ (B) Cromatografia de troca iénica utilizando as amostras diluidas da IMAC. As fracdes
equivalentes aos volumes 98 ¢ 99 mL foram reunidas e concentradas até 500 uL para SEC. (C) Cromatografia SEC.
A fragdo equivalente ao volume de 15 mL foi usada para DLS e NanoDSF. A direita de cada cromatograma é
mostrado o respectivo gel SDS-PAGE das fragdes de interesse de 1 mL (exceto no caso da SEC, em que o volume
por fracdo foi 0,5 mL).

Fonte: O autor.
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As curvas de DLS e NanoDSF da RtMetRS séo reproduzidas na Figura 6 e na Figura 7,
respectivamente. O perfil da curva de DLS apresenta somente um pico principal, indicativo de
que a proteina em solucdo se mantém majoritariamente como uma populacdo homogénea, ou
seja, monodispersa, como indica também os valores de PDI de cada amostra analisada,

reportados na Tabela 2.
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Figura 6. Resultados de espalhamento dindmico de luz (DLS) da fracdo da cromatografia de exclusdo por tamanho
eluida em 15 mL da RtMetRS nas formas apo e em complexo com ATP ou L-metionina.
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Legenda: Em (A), (B) e (C) sdo apresentadas as curvas de DLS para as amostras de RtMetRS na forma apo, em
complexo com L-metionina e ATP, respectivamente. Em todos os casos a concentracdo da RtMetRS foi 0,5 mg mL’
1 (8,4 umol L™) e de cada substrato foi 10 mmol L™ As linhas pontilhadas verticais indicam o valor do raio
hidrodindmico do pico em questéo.

Fonte: O autor.
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Os picos de menor intensidade observados nas curvas de DLS (Figura 6) poderiam ser
oriundos de alguma impureza ainda persistente apos etapas de purificacdo, mesmo ndo detectavel
visualmente nos géis SDS-PAGE. O raio hidrodinamico, Ry, calculado para as trés amostras
indica que ndo houve variagdo aprecidvel do tamanho das particulas em solucdo entre a forma

apo e os complexos com metionina ou ATP (Tabela 2).

Tabela 2. indice de polidispersividade (PDI) e temperatura de desnaturago (T,,) da RtMetRS na presenca e auséncia
dos substratos ATP ou metionina.

Tm (°C)
Rp (nm) c PDI c c
RFN/Turbidez
RtMetRS 3,68 0,12 0,12 0,01 54,74/51,45 0,10/0,15
RtMetRS:Met 3,47 0,08 0,13 0,02 54.85/51,84 0,12/0,03
RtMetRS:ATP 3,58 0,11 0,13 0,02 54.83/51,63 0,31/0,09

Legenda: Pardmetros hidrodindmicos e temperatura de deshaturagdo determinados por DLS e nanoDSF para
RtMetRS apo e dos complexos com metionina (RtMetRS:Met) ou ATP (RtMetRS:ATP ). RFN: Razdo de
fluorescéncia em 350 nm e 330 nm normalizada, e o: desvio padréo.

Fonte: O autor.

Figura 7. Resultados de nanofluorimetria diferencial de varredura (NanoDSF) da fracdo da cromatografia de exclu-
sdo por tamanho eluida em 15 mL da RtMetRS nas formas apo e em complexo com ATP ou L-metionina.
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Legenda: Em (A), (B) e (C) sdo apresentadas as curvas de desnaturagdo térmica, obtidas por NanoDSF, das amostras
de RtMetRS na forma apo, em complexo com L-metionina e com ATP, respectivamente. Para cada caso, duas
curvas sdo mostradas, uma para cada tipo de propriedade monitorada; acima, razdo das fluorescéncias registradas
em 350 nm e 330 nm, no centro, turbidez, abaixo, raio cumulante. Em todos os casos a concentracdo da RtMetRS
foi 0,5 mg mL™ (8,4 umol L) e de cada substrato foi 10 mmol L™. As linhas tracejadas verticais indicam o valor de
temperatura no ponto de inflexdo de cada curva.

Fonte: O autor.
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A estabilidade térmica de uma proteina pode ser avaliada através da medida da
temperatura de transicdo entre os estados enovelado e desenovelado (desnaturada), Tm, que €
definida como a temperatura na qual a amostra analisada atingiu o estado cuja fracdo de
moléculas desnaturadas é 0,5 (POLIZZI et al., 2007). Por se tratar de uma propriedade
termodindmica, a medida da T, deveria ser realizada no estado de equilibrio. A partir dos dados
de NanoDSF é possivel obter a Tn, entretanto, deve-se considerar que esta medida € uma
aproximacdo, que sera tanto mais fiel ao valor termodindmico formal quanto mais lento for o
progresso do experimento. Os valores de Ty, determinadas para a RtMetRS estdo mostradas na
Tabela 2.

O célculo da T, foi realizado pela determinacdo do ponto de inflexdo da curva da razéo
de intensidade de fluorescéncia nos comprimentos de onda 350 nm e 330 nm. Um célculo
semelhante também foi realizado para a curva de turbidez versus temperatura e 0s respectivos
valores sdo mostrados na Tabela 2. A RtMetRS exibe T, com boa concordéncia com as Ty,
descritas para MetRS de outros organismos, como Xanthomonas citri (formas apo, complexos
com metionina e com ATP: 48,3 °C, 55,9 °C e 51,3 °C, respectivamente — MERCALDI et al.,
2021); Mycobacterium tuberculosis (forma apo: 55 °C — WANG et al., 2018) e Staphylococcus
aureus (formas apo e complexo com ATP: 52,6 °C e 56,9 °C, respectivamente — Y1 et al., 2022).
Além disso, esses valores também sdo comparaveis com as T, de aminoacil-tRNA sintetases
Classe I, HisRS, AlaRS e ThrRS de E. coli (ABBOTT et al., 2017). Em todos estes casos, a
técnica utilizada foi DSF, que requer a adicdo de um corante fluorescente as amostras,
diferentemente de NanoDSF utilizado aqui, que é baseado no registro do sinal de fluorescéncia
intrinseca de triptofano nos comprimentos de onda 330 nm e 350 nm.

Os valores de temperatura de transicdo nas curvas de turbidez, menores que 0S
observados nas curvas da razdo 350 nm/330 nm, poderiam indicar que a RtMetRS primeiramente
formaria agregados antes de sofrer desnaturacdo, hipotese que é corroborada pela curva de

monitoramento do espalhamento (curvas inferiores na Figura 7).

1.5.4 Procedimentos Computacionais
1.5.4.1 Determinacéo da estrutura de RtMetRS por difragdo de raios X

1.5.4.1.1 Coleta de dados e processamento de imagens

Entre os cristais obtidos no primeiro lote produzido e que possibilitaram coleta completa

de dados de difracdo, trés ndo apresentaram estabilidade/convergéncia dos parametros de célula
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durante o processamento, chamados mtrsgt02-rityagtP2, MetRS OptCit C3 Mb-PL4 e
mtrsO1pH7-rityaOptCit13, devido a sobreposicdo de varios padrdes de difracdo de monocristais
com orientacOes diferentes.

Os outros dois conjuntos de dados, mtrs02-test02_0023 e mtrs02-test02_0026, tiveram
suas tentativas iniciais de processamento que se mostraram instaveis devido a presenca de
maultiplas redes em um numero consideravel de imagens. Apesar disso, observou-se que ao se
realizar a combinacdo/promediacdo das 3600 imagens, em grupos de 10, o processamento
transcorreu de forma relativamente estavel para mtrs02-test02_0026, no grupo de espago P2:2:2;
com parametros de rede a = 49,12 A, b = 14424 A, ¢ = 150,19 A, no limite méaximo de
resoluciio de 2,65 A (Tabela 3). Como critérios de definicdo de limite de resolugdo foram
utilizados os indices CCy;, (EVANS e MURSHUDOV, 2013), com valor minimo de 0,3, e razdo
sinal/ruido («(I/c(I))»), com valor minimo 1,0 (Tabela 3).

Tabela 3. Resultados e estatisticas de processamento de imagens e refinamento estrutural para os conjuntos de ima-
gens mtrs02-test02_0026 e Ren_StrucScr_B5 2a-Rt col 0001 (continua)

Dados de processamento

Conjunto de dados mtrs02-test02_0026 Ren_StrucScr_B5_2a-
Rt col 0001

PDB - 8GIG

Comprimento de onda (A) 0,97718 0,97718

Faixa de resolucdo (A) 104,03 — 2,65 (2,70 — 2,65) 151,42 (2,31 - 2,30)

Grupo de espaco P21212; P1

Parametros da célula unitaria 49,12, 144,24, 150,19; 90,00, 47,33, 122,46, 151,42; 90,04,

a b, c(A); o By 90,00, 90,00 89,86, 90,04

NC. total de reflexdes 277805 (14689) 516310 (25456)

N°. de reflexdes Unicas 31834 (1711) 146976 (7295)

Multiplicidade 8,73 (8,58) 3,51 (3,49)

Completeza (%) 99,7 (99,5) 98,52 (96,98)

«(Us(D))> 7,19 (1,16) 10,8 (1,0)

Rmerge (%) 42,9 (275,7) 12,2 (107,2)

Rimeas (%) 45,6 (292,6) 0,145 (1,267)

CCur2 (%) 98,7 (41.2) 99,3 (34,7)
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Tabela 3. Resultados e estatisticas de processamento de imagens e refinamento estrutural para os conjuntos de ima-

gens mtrs02-test02_0026 e Ren_StrucScr_B5 2a-Rt col 0001 (conclusdo)

Dados de refinamento

Conjunto de dados

mtrs02-test02_0026

Ren_StrucScr_B5 2a-

Rt col 0001
Ruork (%) 27,11 22,60
Riree (%) 32,59 28,34
Monomeros  por unidade 2 8
assimétrica
N°. de amino&cidos 1009 3895
Desvio Quadratico Médio
Comprimento de ligacdo (&) 0,002 0,006
Angulo de ligacéo (°) 0,577 0,901
N°. atomos*
Total 7697 30435
Macromoléculas 7653 28744
Solvente 44 1691
Fatores B médios (A%
Global 59,73 32,69
Macromoléculas 59,79 32,83
Solvente 49,99 30,36
RSCC global 0,7928 0,7857
RSR global 0,2630 0,2845
Grafico de Ramachandran
(%)
Favoraveis 89,89 93,60
Permitidas 8,31 6,19
N&o permitidas 1,80 0,21

Legenda: Valores entre parénteses dizem respeito aos valores da faixa de maior resolugdo. * Exceto dtomos de

hidrogénio.
Fonte: O autor.

O cristal do segundo lote possibilitou coletar quatro conjuntos de dados. Um em

particular apresentou indicios de ser constituido de maultiplas redes e ndo se obteve éxito na

continuidade do seu processamento. Os outros trés conjuntos de dados puderam ser processados
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separadamente e, posteriormente, combinados para que se obtivesse um conjunto de reflexdes de
maior completeza e qualidade. A combinacdo destes dados foi realizada no grupo de espaco
P2,2,2;, com parametros de célulaa = 47,23 A, b= 122,29 A, ¢ = 151,16 A e resolucdo maxima
de 1,97 A. O limite de resolugéo foi definido mediante a observagéo dos indices mencionados no
parégrafo anterior.

Ap0s a execucdo de um determinado nimero de ciclos de refinamento, observou-se que
0s indices Ruork € Riree N0 melhoravam, apresentaram valores minimos de 24,49% e 29,46%,
respectivamente, com RSCC 76,96% e RSR 34,39% (valores globais). A partir deste ponto, 0s
ajustes na densidade eletrbnica e novas modelagens resultaram em aumentos de Ruork € Riree,
acompanhados da divergéncia entre eles, e deterioracdo dos indices RSCC e RSR. Sob a hipotese
de que isso seria decorrente de uma atribuigéo errada de grupo de espago, Novos processamentos
foram realizados, nos quais foram testados varios parametros e diferentes possibilidades de
indexacdo no grupo de espaco P21 ou entdo no grupo de espaco P1. Por fim, a partir da avaliacdo
das tentativas de refinamento nos diferentes grupos de espaco, estabeleceu-se que o mais
apropriado é P1, com parametros de célulaa = 47,33 A, b = 122,46 A, ¢ = 151,42 A, a = 90,04 °,
B =89,86 °, y = 90,04 ° e resolugdo maxima de 2,30 A, ou seja, a que proveu menores valores
finais de Ruwork € Riree além dos residuais de densidade. Além disso, verificou-se durante os testes
realizados a necessidade de o refinamento ser conduzido de maneira a contemplar geminagéo e

simetria ndo cristalografica (NCS).

1.5.4.1.2 Atribuicao de fases iniciais por substituicdo molecular

A estrutura homologa escolhida para produzir o modelo para a substituicdo molecular foi
a da metionil-tRNA sintetase de Brucella melitensis biovar abortus 2308 str. ATCC/CRP #DD-
156, BmMetRS — PDB 4DLP (OJO et al., 2016), que apresenta 49,71% de identidade sequencial
em relacdo a RtMetRS e grau de cobertura de 99%. O alinhamento das sequéncias de

aminoacidos das duas proteinas ¢ mostrado na Figura 8.
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Figura 8. Alinhamento sequencial entre as enzimas metionil-tRNA sintetases de Brucella melitensis (BmMetRS) e
Rickettsia typhi (RtMetRS).
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Legenda: Alinhamento utilizado no procedimento de atribuicdo inicial de fases por substituicdo molecular. Os
elementos de estrutura secundaria foram calculados com o programa DSSP (KABSCH e SANDER, 1983) e
sdo mostrados para BmMetRS (cilindros vermelhos e amarelos correspondem a hélices o e 31, respectivamente, e
setas em azul correspondem a fitas B). Figura gerada com o programa ALINE (BOND e SCHUTTELKOPF, 2009).
A coloragdo das sequéncias de aminoécidos seguiu a convencao de Alscript Calcons (BARTON, 1993).

Fonte: O autor.

O programa Phaser apresentou a solugéo, inicialmente para P2;2,2;, para duas moléculas
na unidade assimétrica. Os resultados do procedimento de substituicdo molecular sdo mostrados

na Tabela 4.

Tabela 4. Resultados da substituicdo molecular inicial no grupo de espago P2,2,2, para 0 caso do conjunto de dados
mtrs02-test02_0026.

Angulos de rotag&o Z Score TranslacGes Z Score
(0,B,)/° (xy.2)
40,44/122,59/331,17 4,8 -0,987/-0,268/0,218 8,2
170,38/8,47/48,86 55 -0,370/0,065/-0,230 25,7
Legenda:

Fonte: O autor.
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1.5.4.1.3 Modelagem e refinamento

O refinamento realizado, referente ainda ao conjunto de dados mtrs02-test02_ 0026,
consistiu inicialmente em se utilizar o modelo proveniente da substituicdo molecular em um
processo de construcdo automatica com phenix.autobuild (LIEBSCHNER et al., 2019),
refinamento de corpo rigido, seguido de um recozimento simulado, simulated annelaing (SA). O
modelo resultante necessitou de varias etapas de construcdo manual de regifes nas quais 0
procedimento automatizado nédo foi capaz de adicionar e posicionar corretamente os aminoacidos
necessarios. Seguiu-se com uma abordagem iterativa de refinamentos no espaco reciproco (com
phenix.refine) e no espaco real (modelagens e ajustes manuais com o programa COOT). As
dificuldades encontradas no decurso do refinamento, decorrentes da natureza problematica dos
dados medidos, motivou a utilizacdo de novo dados medidos em periodo posterior. Neste
contexto, o modelo parcialmente refinado até entdo foi empregado em um novo procedimento de
substituicdo molecular. Devido a completeza razoavelmente avangcada do modelo nesta etapa,
prosseguiu-se com um novo SA e refinamento iterativo manual com COOT e phenix.refine
considerando-se ainda o grupo de espaco P2;2:2;. Ndo obstante os progressos no ajuste do
modelo na densidade eletrénica, ndo houve melhorias nos valores de Ryork € Riree.

Diante disso, fez-se uma revisdo bastante pormenorizada do processamento e
refinamentos em P2,2,2;, em trés possibilidades de P2; e em P1. Estes procedimentos indicaram
a necessidade de mudanca de grupo de espaco para P1, bem como de incluir operacbes de
geminacdo durante o refinamento. Cuidado foi tomado para que o conjunto de reflexdes usadas
na validacdo cruzada ndo sofresse contaminacdo durante a perda de simetria (de P2,2,2; para
P1). A consideracdo das leis de geminacdo demandou a adog¢do do programa REFMACS para a
continuidade do refinamento, isso porque estdo presentes quatro dominios geminados, cujos
operadores e fracdes refinadas estdo mostrados na Tabela 5.

Tabela 5. Dados do refinamento estrutural realizado para o processamento no grupo de espaco P1no qual foram
consideradas as operacfes de geminacao.

Dominio Operador Fracao (o)
1 hk,l 0,304
2 -h,k,-I 0,265
3 -h,-k,| 0,213
4 h,-k,-1 0,218

Legenda: Operadores de geminacao considerados durante o refinamento estrutural para cada dominio do cristal e
suas respectivas fraces volumétricas.
Fonte: O autor.
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O reprocessamento em P1 e o refinamento considerando a geminagdo tiveram grande
impacto nos valores de Ruork € Riee (Tabela 5). Foram realizados testes de refinamento
considerando TLS, aplicado em cada cadeia de acordo com a segmentacao sugerida pela analise
do servidor TLSMD (PAINTER e MERRITT, 2006), de 1 a 20 grupos de TLS. Entretanto, em
todos os casos testados ndo se observou impacto positivo nos indices de refinamento que
justificasse o emprego de mais de um grupo de TLS por cadeia. Posteriormente, mediante novos
testes motivados pela avaliacdo dos indices do refinamento, que apresentaram novamente
tendéncia a divergirem, verificou-se a necessidade de se considerar operagcOes de simetria néo
cristalografica (NCS) (Tabela 6).

Tabela 6. Comparacdo dos valores de Ryork € Riree €ntre as estruturas refinadas nos grupos de espago P2,2,2; e P1.

Fator R P2:2:2;4 P1 sem NCS P1 com NCS
Rwork (%0) 27,11 14,15 22,60
Réree (%0) 32,59 26,15 28,34

Legenda: Indices de refinamento comparados entre os grupos de espaco P2,2,2, e P1. Também sdo mostrados os
valores dos indices apds a consideracao de simetria ndo cristalografica (NCS) no protocolo de refinamento.
Fonte: O autor.

O modelo refinado final da RtMetRS consiste em oito monémeros na unidade
assimétrica, distribuidos em quatro dimeros. Em geral, cada monémero equivalente ao A em
cada dimero tem melhor qualidade, com apenas algumas poucas exce¢des, cuja modelagem é
mais facil. Um total de 948 residuos nédo tiveram suas cadeias laterais completamente modeladas
devido a auséncia de densidade eletronica significativa. Por esta razdo, alguns residuos também
ndo puderam ter os atomos da cadeia principal modelados, a saber: monémero A, 139, 298, 431-
437; mondmero B, 1-2, 372, 383-389, 402-403 e 423-442; mondmero C, 1 e 167-168; monémero
D,1-2, 297-298, 369, 372-373, 381-382, 403 e 423-441; mondémero E, 1-2, 138, 299 e 432-437,
mondmero F, 1, 296, 372-383, 388, 402-403 e 423-441; mondémero G, 136-137, 298 e 438, e
mondmero H, 1-3, 209, 219-220, 237-244, 284-285, 292-294, 297, 384-385, 401-403 e 423-441.

O loop que porta os residuos do motivo conservado KMSKS na maioria das estruturas de
MetRS resolvidas na forma apo ou em complexos com apenas o substrato metionina apresenta-se
desordenado e ndo pode ser modelado integralmente. Diferentemente destes casos, a regido
equivalente na RtMetRS pode ser modelada em todos os mondémeros, mesmo que parcialmente,

no que diz respeito a completeza sequencial ou das cadeias laterais.
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1.5.4.1.4 Validagoes

A qualidade de cada mondmero no que diz respeito aos angulos y e ¢, bem como dos
angulos diédricos de cadeia lateral (rotdmeros), foi avaliada com MOLPROBITY (CHEN, et al.,
2010) e PROCHECK (LASKOWSKI et al., 1993). Na Tabela 7 estdo mostrados os percentuais
de residuos por mondmero nas diferentes regides do grafico de Ramachandran (Figura 9) e dos
que apresentam desvios das conformacfes rotaméricas mais comuns (outliers), conforme a
validacdo do MOLPROBITY.

Tabela 7. Validacao dos &ngulos diédricos de cadeia principal e lateral dos mondmeros do modelo refinado da
RtMetRS.

_ Mondmero
Regido Ramachandran

A B C D E F G H

Favorecidas 93,60 93,07 94,00 93,32 94,27 93,64 94,14 92,06
Permitidas 619 6,71 580 647 552 6,14 545 7,94
Outliers 021 0,22 020 0,22 020 0,22 0,40 0,00
Rotémeros outliers 138 072 171 066 202 140 113 221

Legenda: Resultados da validacio para cada mondmero do modelo refinado final da RtMetRS. Os valores mostrados
se referem aos percentuais de residuos em cada regido do grafico de Ramachandran, exceto prolinas e glicinas.
Fonte: O autor.

Figura 9. Gréficos de Ramachandran para o modelo refinado final da Metionil-tRNA Sintetase de Rickettsia typhi.
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Legenda: Gréficos de Ramachandran do modelo global exceto prolinas e glicinas (A) e especifico para glicinas (B).
Verificou-se que os residuos de glicina nimero 237 (destacados como pontos vermelhos na figura B) é um outlier
auténtico tendo em vista que a densidade eletrdnica corrobora a sua conformacao (exceto no monémero H, onde este
residuo ndo foi modelado).

Fonte: O autor.
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Os residuos de G237 se mostraram autenticamente desviantes quanto aos valores dos
angulos diédricos da cadeia principal, ® e y (Figura 9). O ajuste do modelo destes residuos na
densidade eletrénica justifica o posicionamento fora de regides permitidas no grafico de
Ramachandran e é mostrado na Figura 10 para cada mondmero, exceto para 0 monémero H, no

qual ndo foi observada densidade eletrénica para permitir a modelagem do referido residuo.

Figura 10. Residuos de glicina (G237) que se apresentaram fora de regides permitidas do grafico de Ramachandran.
~

Legenda: A conformacdo assumida pelos residuos de G237 é corroborada pela densidade eletronica. Os residuos sao
mostrados como modelos de bastdes com carbonos coloridos diferentemente para cada monémero, oxigénios em
vermelho e nitrogénios em azul. Os mapas de densidade eletrdnica 2mFo-DFc estdo representados como modelo de
arame e coloridos em azul e correspondem ao nivel de 1 o. No mondmero H este residuo ndo foi modelado devido &
auséncia de densidade eletronica.

Fonte: O autor.

RtMetRS possui trés prolinas (P183, P239 e P250) na conformac&o cis, que é respaldada
pelas densidades eletrénicas, mesmo nos casos em que a densidade eletrbnica ndo tem boa

qualidade. O ajuste do modelo destas prolinas na densidade eletrénica é mostrado na Figura 11.
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Figura 11. Ambiente local dos residuos de prolina 183, 239 e 250 que assumem conformagdo cis na estrutura da
Metionil-tRNA sintetase de R. typhi.
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Legenda: Residuos de prolina cis 183, 239 e 250 presentes na estrutura da RtMetRS mostrados juntamente com a as
respectivas densidades eletronicas. Apenas os residuos dos monémeros A (linha superior com modelo de bastdes
com carbonos coloridos em verde, oxigénios em vermelho e nitrogénios em azul) e B (linha inferior com modelo de
bastdes com carbonos coloridos em ciano) foram representados aqui devido & qualidade semelhante nos demais
mondmeros. Os mapas de densidade eletrénica 2mFo-DFc estdo representados como modelo de arame e coloridos
em azul e correspondem ao nivel de 1 ©.

Fonte: O autor.

A avaliacdo da qualidade do ajuste do modelo a densidade eletrénica foi realizada pelo
calculo dos indices RSCC e RSR. Os valores destes indices para cada mondmero e para o
modelo global sdo resumidos na Tabela 8. A Figura 12 traz a representacao grafica destes indices

por residuo em cada mondmero.
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Tabela 8. Valores do coeficiente de correlagdo no espaco real (RSCC) e residual no espaco real (RSR) calculados
para o modelo refinado final da RtMetRS ilustrando a qualidade do ajuste do modelo a densidade eletr6nica.

Monbmero RSCC RSR
A 0,8025 0,2741
B 0,7786 0,2917
C 0,7916 0,2971
D 0,7871 0,2819
E 0,7980 0,2764
F 0,7760 0,2874
G 0,7968 0,2725
H 0,7516 0,3128
Global 0,7857 0,2845
Legenda: Os valores mostrados foram calculados para cada um dos oito mondmeros e também para a estrutura

global.
Fonte: O autor.

Figura 12. Representagdo gréafica dos valores de RSCC e RSR calculados para 0 modelo refinado da RtMetRS por
residuo.
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Numero do residuo
(Mondmero G)

Nimero do residuo
(Mondmero H)

Legenda: O valores do Coeficiente de correlacdo no Espaco Real (RSCC) e Residual no Espaco Real (RSR) postos
em gréfico sdo mostrados nas curvas coloridas em azul e vermelho, respectivamente, para cada um dos monémeros
do modelo refinado final da RtMetRS.

Fonte: O autor.

1.5.4.1.5 Descrigdo da estrutura da metionil-tRNA sintetase de Rickettsia typhi e comparagdes
estruturais

A sequéncia de aminoacidos da RtMetRS expressa contém um peptideo com oito
residuos na regido N-terminal incorporado para facilitar a purificacdo por IMAC, cuja sequéncia
de aminoacidos € MAHHHHHH. Estes residuos ndo foram observados na densidade eletronica
da estrutura refinada da RtMetRS. Néo foi observada densidade eletrénica para componentes do
tampdo de purificacdo ou da propria condicao de cristalizacdo, portanto, nenhum ligante além da
L-metionina foi modelado.

A estrutura cristalografica global da RtMetRS, cristalizada com L-metionina complexada,
apresenta as caracteristicas observadas em metionil-tRNA sintetases de outros organismos e
representa a composicdo de dominios minima destas enzimas (DENIZIAK e BARCISZEWSKI,
2001), ou seja, ndo possui extensdes in cis ou in trans que sdo encontradas em algumas espécies
como Caenorhabditis elegans e Saccharomyces cerevisiae, respectivamente (HAVRYLENKO et
al., 2010). RtMetRS é composta de um dominio catalitico, 0 dominio de aminoacilacdo (AD
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(aminoacylation domain, que corresponde aos residuos 1-115 e 223-286, com o enovelamento
caracteristico do tipo Rossmann), um peptideo conector (dominio CP, conector peptide, residuos
116-222, que divide o dominio Rossmann), um dominio SCF (stem contact fold, residuos 287-
350) e um dominio de ligacdo ao anticédon do tRNA, ABD (anticodon-binding domain, residuos
351-473) (Figura 13). Os intervalos de residuos aqui descritos foram atribuidos aos respectivos
dominios da R. typhi por comparacdo com a estrutura da metionil-tRNA sintetase homologa de

S. aureus.

Figura 13. Estrutura global do mondmero da metionil-tRNA sintetase de Rickettsia typhi com o substrato metionina
complexado.

Legenda: Organizacdo do mondmero de RtMetRS em termos de seus dominios constituintes. (A) A metionina é
mostrada como modelo em bastdes no sitio catalitico (AD). Os dominios AD, CP, SCF e ABD, definidos no texto, e
a porcdo C-terminal estdo coloridos em verde ciano, azul, laranja, roxo e verde, respectivamente. Os motivos HIGH
(AD) e KISKS (SCF) séo destacados em vermelho. (B) Diagrama de topologia do monémero da RtMetRS gerado
com o servidor PDBSum.

Fonte: O autor.

O diagrama de topologia mostrado na Figura 13 evidencia que RtMetRS apresenta a
distribuicdo dos elementos de estrutura secundaria tipicos de estruturas da Classe o/p e contém
um subdominio all-alpha na regido C-terminal (SCOP). A subdivisdo da RtMetRS segundo
CATH é Classe o/p com topologia Rossmann (AD e CP — 3.40.50.620), "mainly alpha™ com
topologia do dominio 1 de IleRS (ABD — 1.10.730.10).
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O dominio Rossmann, que consiste de sete hélices a (al- 04 e a8-a10) e cinco fitas
(B1-B3 ¢ P9-B10), corresponde ao dominio catalitico tipicamente encontrado da Classe | de
aminoacil-tRNA sintetases e contém o motivo altamente conservado denominado HIGH, no qual
em algumas espécies a isoleucina na segunda posic¢éo € substituida por L, A, M ou V. Outro
motivo caracteristico da Classe | é encontrado no dominio SCF; trata-se da sequéncia KMSKS,
que apresenta importancia catalitica e estrutural por estar envolvida na ligacdo de ATP e mediar
a comunicacdo entre os dominios ABD e AD. Especificamente em RtMetRS, este motivo tem a
composi¢do KISKS, assim como encontrado em MetRS de outras espécies. Este segundo motivo
também sofre alguma variagdo, assim como o HIGH, sendo observada a substituicdo com maior
frequéncia da metionina na segunda posicdo por I, F, L ou E, seguida da primeira serina
substituida por G ou A, e, menos frequentemente, da primeira lisina e segunda serina por Re T,
respectivamente. O residuo de lisina na quarta posi¢cdo do motivo se apresenta invariante, como
pode ser observado a partir de alinhamento de maltiplas sequéncias de MetRSs de 150 espécies
produzido pelo servidor ConSurf (ASHKENAZY et al., 2016).

Considerando a classificacdo alternativa para metionil-tRNA sintestases, que diz respeito
a presenca e ocupacao por ions zinco de regiGes conhecidas como knuckles, RtMetRS pode ser
classificada como MetRS do tipo 1 (MetRS1) por apresentar um knuckle (Figura 14A) no
dominio CP (GENTRY et al., 2003; BROWN et al., 2003). Entretanto, prevé-se que este knuckle
ndo seja capaz de ligar ions zinco, o que permite ainda subcategoriza-la como membro da familia
D de MetRSs na denominagcdo empregada por Yi et al. (2022) com base na classificagdo
proposta por Mechulam et al. (1999).

Um fragmento do alinhamento estrutural entre RtMetRS e suas homologas no qual foi
dada énfase para a regido dos knuckles é mostrado na Figura 14B. Os residuos que constituem os
motivos na regido de um determinado knuckle envolvidos na ligagdo de ions zinco, ou que
ocupam posicOes equivalentes, foram destacados no alinhamento. Alguns residuos proximos
destes motivos chamam a atengé@o por apresentarem grau de conservagéo diferenciado que pode
correlacionado a familia a que uma determinada MetRS pertence. De fato, o residuo de
glutamato numero 131 em RtMetRS corrobora a observagdo de que esta posi¢éo é ocupada por
glutamato em enzimas MetRS1 (MECHULAM et al., 1999). A presenca de uma cadeia lateral
negativamente carregada nesta posicdo da regido do knuckle foi apontada como a razédo de
estruturas de MetRS1 serem resolvidas em uma conformagao ‘fechada’ na presenga de metionina
(Yl et al., 2022). Segundo os autores, o glutamato poderia participar de interacGes ion-dipolo
com a hélice a2 mantendo a estrutura mais fechada apds o0 movimento do dominio CP induzido
por alteracGes conformacionais de residuos que fazem contato com a metionina no dominio AD

(Figura 14C). Por outro lado, enzimas do tipo MetRS2 apresentam residuos de Ala, Gly, GIn e
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Lys nesta posi¢cdo, que ndo sdo capazes de realizar o tipo de interacdo proposto, portanto,

permaneceriam em uma conformagao ‘aberta’.

Figura 14. Estrutura tridimensional do knuckle de RtMetRS mostrando os residuos de aminoacidos que compdem os
motivos de ligagdo ao fon Zn?* em algumas estruturas de enzimas homélogas, e alinhamento de sequéncias entre
RtMetRS e enzimas homélogas das familias MetRS1 e MetRS2.

Knuckle 1 Knuckle 2

130 135 140 145 150 155 160
RtTRS SURIDEAG - . . . . . . . ... i i i e e e e e e DESEITEDKLAPTGAPMEwWVKIErSNi 760
BmTRS SNERIDEANEMGEEETE © & & o ¢ o o o 0 000 ¢ 60s s s s s o's s VRADGVRYGPQGTPMEWVEEESMA 7165
MsTRS B E RITENETT . - ¢ o o « ¢ o o s o ¢ 2 s 60 easeoeen EQPDGTRIATETGAPMTWTEEQTANMY 165
TtTRS B E RIGI T EKELV . . o o o v v v oo o o oo oo o s oo soonaoaese EGLCP IHGRPMERRKEGNMAA 760
AaTRS R E EIS E . . . . . . ¢t v vt e e e e e e AELAEDHTCP IHQKKXEGE Y | KEPr ShMd 7163
LmTRS SVSDESIEBTAQNVA . . . . . vttt vttt v v o v n s DGVDRDGKPCKVSLESGHVMTWVEEENMY 177
TbTRS SHSDESIHEEETP QNIT. . oot o6 csceeseesa DGVDKDGNPCKVSLESGHVMTwWVSEENMY 177
MtTRS SVYRDERIZEVE SETQ . . ¢ o oo 00ccs0esosoeasiosionssos LVDGTRLTVETGTPMTWTEECTAMYd 7163
SaTRS SVPDETMMITE SQLV .« 0 v v v v v v o o o o o o o o o e DPQYENGKIIGGKSPDSGHEMELVKIEBESY#Z 7171
EcTRS GMIgLPDRFVKG GATYSPTELIEPK GATPVMRDSEHE 797
AbTRS GMgLSDRF IKG GTTYNATELLNPR GATPVEKSSDHMY 788
XcTRS GMgLPDRYIKG GATYAPTELKEPK GATRPELRDSEHLNY 789
PsTRS QMIgLADRF IKG GATYAPTELKDPK GATPVLKESLHMAA 797
PaTRS KMIgEPDRFVIG GRPLTPEILINPR GRPISFRDSIAH)A4 789
HsTRS ARIAEADRFVEG GKLINAVELKKPQ RScPvvQsSSoHINE 192

Legenda: Estrutura do knuckle da RtMetRS, especificamente aqui mostrada para 0 monémero A. (A) Sobreposicdo
dos knuckles de RtMetRS (azul) e EcMetRS (ciano). Os residuos que ocupam posi¢des estruturalmente equivalentes
nas duas estruturas foram destacados pela representacdo em bastfes (em amarelo para RtMetRS, knuckle 1, em
laranja para EcMetRS, knuckles 1 e 2). O fon Zn*" esta representado como uma esfera cinza no knuckle 2. (B)
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Alinhamento estrutural dos knuckles de RtMetRS e as homdlogas. As sequéncias foram agrupadas de maneira a
reforcar a distingéo entre MetRS1 e MetRS2 quanto ao nimero de motivos nos respectivos knuckles, com ou sem a
capacidade de complexar ions zinco. Em amarelo e ciano foram destacados os residuos que constituem knuckles sem
capacidade de ligar Zn®* e com capacidade de ligar Zn*', respectivamente. Em vermelho e azul sdo destacados
knuckles que apresentam dois motivos de ligacdo de Zn?*, mas que ligam um e dois fons, respectivamente. As
sequéncias mostradas sdo de metionil-tRNA sintetases de R. typhi (RtTRS), B. melitensis (BmTRS), M. smegmatis
(MsTRS), T. thermophilus (TtTRS), A. aeolicus (AaTRS), L. major (LmTRS), T. brucei (TbTRS), M. tuberculosis
(MtTRS), S. aureus (SaTRS), E. coli (ECTRS), A. baumannii (AbTRS), X. citri (XcTRS), P. aeruginosa (PSTRS),
P. abyssi (PaTRS) e H. sapiens (HsTRS). (C) Sobreposicdo estrutural da RtMetRS (em verde) com a MetRS de S.
aureus (em ciano) mostrando a interacdo ion-dipolo estabelecida pelo residuo de glutamato apontada como a razéo
da conformacéo fechada observada em estruturas cristalinas de MetRS1. O residuo equivalente em RtMetRS (E131
cuja cadeia lateral ndo foi modelada devido a falta de densidade eletrdnica) se encontra distante da hélice
comparativamente ao caso da SaMetRS, portanto, incapaz de realizar a interagdo fon-dipolo. Os residuos de
glutamato e o substrato metionina sdo representados por modelo de bastdes.

Fonte: O autor.

Em RtMetRS, a conformacdo observada do dominio CP é comparavel aquelas de
estruturas de MetRS2, que assumem uma conformacdo mais aberta dada a impossibilidade de
realizarem interacdo ion-dipolo. No entanto, isso pode ser apenas uma consequéncia do
posicionamento relativo dos monémeros na unidade assimétrica. A segunda cadeia de cada
dimero da RtMetRS tem parte do dominio CP, correspondente em grande medida ao knuckle,
inserida na cavidade da primeira cadeia, que abrange areas dos dominios CP, AD e SCF (Figura
15). Por outro lado, ndo se pode descartar a hipétese de que a disposicdo intermonomeérica
observada na unidade assimétrica seja a captura de uma conformacdo aberta assumida pela
RtMetRS. No contexto do modelo de alteragbes conformacionais em proteinas em eventos de
ligacdo de moléculas pequenas ou macromoléculas, chamado de selecdo conformacional, o
dominio CP poderia assumir diferentes popula¢des conformacionais, abarcando os estados aberto
e fechado, mesmo apds a ligacdo da metionina. Admite-se que a ligacdo da metionina e 0s
rearranjos em cadeias laterais de aminoacidos que formam seu sitio tornam possivel o
movimento de fechamento do dominio CP. Assim, seria esperado que este dominio na RtMetRS
estivesse fechado. Eventualmente, um mondmero de RtMetRS, atuando como ligante do
complexo RtMetRS:Met, poderia se ligar ao outro quando o CP estivesse na conformacdo aberta.
Faz-se necessario ressalvar que a disponibilidade de apenas um modelo representativo de apenas
um estado limita a defesa desta hipdtese. Entretanto, na literatura séo encontrados exemplos de
observagOes experimentais que sdo mais satisfatoriamente racionalizadas a luz do modelo de
selecdo conformacional em MetRS (KOH et al., 2012; Yl et al., 2022).
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Figura 15. Posicionamento relativo dos mondmeros da metionil-tRNA sintetase de Rickettsia typhi em um dimero da
unidade assimétrica.

A

Legenda: (A) Disposicdo relativa do mondmero B, em amarelo, na cavidade do monémero A, em verde. (B)
Ampliacéo da regido de interacdo dos dominios CP de cada mondmero. Nesta figura os dominios CP, AD e SCF
foram coloridos da mesma maneira que na Figura 13. A metionina foi representada em modelo de bastes no centro
do dominio AD e colorida de acordo com os tipos de dtomos (carbonos em verde, oxigénios vermelhos, nitrogénio
azul e enxofre amarelo).

Fonte: O autor.

Os resultados da analise de contato proteina-proteina realizada com PDBsum foram
resumidos na Tabela 9. Utilizou-se também o programa PISA para o célculo da area superficial

total de cada mondmero.

Tabela 9. Resumo das interagdo proteina-proteina na RtMetRS.

Ne. ) Area _
Area o Ligagbes Contatos
residuos ] superficial Interacgoes
Mondmeros interfacial . de n&o
da ) total* (A?) ibnicas o
_ (A% hidrogénio  ligados
interface
AB 29:21 1317:1385 21964,9:21589,8 1 4 90
C.D 33:24 1421:1524 21910,4:21717,2 - 6 105
E:F 34:28 1577:1674 21924,3:21293,6 3 7 127
G:H 31:22 1427:1517 22051,6:21865,7 2 4 94

Legenda: Resumo das interagdes intermoleculares e area de interagdo entre 0os mondmeros. Os parametros tabelados
foram obstidos com PDBSum, exceto os denotados com “*”, que foram obtidos com PISA.
Fonte: O autor.



62

1.5.4.1.6 Alinhamento estrutural, analise de conservacéo e contatos com L-metionina

O alinhamento estrutural (Figura 16) foi produzido utilizando-se as MetRSs homdlogas
dos organismos Thermus thermophilus, TtMetRS (PDB ID: 1A8H — SUGIURA et al., 2000);
Escherichia coli, EcMetRs (PDB ID: 1QQT); Pyrococcus abyssi, PaMetRS (PDB ID: 1RQG —
CREPIN et al., 2004); Mycobacterium smegmatis, MsMetRS (PDB ID: 2X1L — INGVARSSON
e UNGE, 2010); Leishmania major, LmMetRS (PDB ID: 3KFL — LARSON et al., 2011);
Brucella melitensis biovar abortus 2308 str. ATCC/CRP #DD-156, BmMetRS (PDB ID: 4DLP);
Trypanosoma brucei brucei, ToMetRS (PDB ID: 4EG1 — KOH et al., 2012); Homo sapiens,
HsMetRS citosdlica (PDB ID: 5GL7); Acinetobacter baumannii, AbMetRS (PDB ID: 5URB);
Mycobacterium tuberculosis H37RA, MtMetRS (PDB ID: 5XET — WANG et al., 2018);
Xanthomonas citri, XcMetRS (PDB ID: 6WQS — MERCALDI et al., 2021); Pseudomonas
aeruginosa, PsMetRS (PDB ID: 7ULZ); Staphylococcus aureus, SaMetRS (PDB ID: 7WPK -Y1
et al., 2022) e Aquifex aeolicus, AaMetRS (PDB ID: 2CSX — NAKANISHI et al., 2005).
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Figura 16. Alinhamento de sequéncias da metionil-tRNA sintetase de Rickettsia typhi com enzimas MetRS homélo-

gas com estrutura tridimensional resolvida.
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Legenda: Alinhamento de sequéncias de aminoacidos da RtMetRS e MetRSs homélogas. As abreviacdes usadas dos

éncia com o organismo

foi substituida aqui de MetRS para TRS e a correspondeé

éncia
de origem foi mencionada no inicio da secdo. Os elementos de estrutura secundéria

da de cada sequ

nomes a esquer

foram calculados com o

programa DSSP e sdo mostrados para RtMetRS (cilindros e espirais em vermelho correspondem a hélices a. € 31q,

das sequéncias de aminoacidos seguiu a convencgdo de Alscript Calcons (BARTON, 1993). As sequéncias mostradas

respectivamente, e setas em vermelho correspondem a fitas ). Figura gerada com o programa ALINE. A coloracéo
séo

(RtTRS), B. melitensis (BmTRS), M. smegmatis (MsTRS), T.

tRNA sintetases de R. typhi

de metionil

T. brucei (TbTRS), M. tuberculosis (MtTRS), S.

A. aeolicus (AaTRS), L. major (LmTRS),

thermophilus (TtTRS),

aureus (SaTRS), E. coli (ECTRS), A. baumannii (AbTRS), X. citri (XcTRS), P. aeruginosa (PSTRS), P. abyssi

(PaTRS) e H. sapiens (HSTRS).

Fonte: O autor.

de LmMetRS, ThMetRS e HsMetRS tiveram os intervalos residuos N-

éncias

A

As sequ

do

a0

1-204, 1-235 e 1-259, respectivamente, removidos para melhor apresentac

inais

term
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alinhamento. Estas regides correspondem a dominios extras que nao apresentam equivalentes em
RtMetRS. O alinhamento mostra que, entre as MetRSs com estrutura resolvida, os residuos
K374 e S375 de RtMetRS parecem ser unicos nesta posicao e foram mapeados para a regido N-
terminal da hélice a que faz parte do dominio ABD (Figura 17), mais especificamente, na
superficie oposta a regido envolvida na interacdo com o tRNA. A andlise de conservacao
realizada com o servidor Consurf mostrou que esta hélice o pertence as regides da RtMetRS com
alta variabilidade.

A andlise do alinhamento da Figura 16 evidencia alguns padrBes de conservacdo nas
sequéncias que poderiam ser associados a uma determinada familia de MetRS. Em alguns casos,
nota-se uma aparente invariabilidade dentro de uma familia, por exemplo, o residuo de glicina
(G124 em RtMetRS) ocorre em todas as estruturas de MetRS1 alinhadas, enquanto que, em
MetRS2, a glicina é substituida por uma glutamina. J& em outros casos observa-se alguma
variabilidade (com substituicGes conservativas e ndo conservativas), por exemplo, na posi¢do do
residuo Y134 da RtMetRS as demais MetRS1 apresentam F, K ou L, entretanto, enzimas
MetRS2, apresentam apenas L. Os residuos envolvidos nesses padrdes e a sua associagdo com o
tipo de MetRS em outras ocorréncias no alinhamento foram compilados na Tabela 10 para os
casos em que os residuos sdo conservados dentro de uma familia. Neste contexto ainda cabe
destacar uma caracteristica observada que diz respeito a presenca de prolinas (mencionadas no
item 2.4.1.3.1.4) em posi¢Oes equivalente nas homdlogas que pertencem a familia MetRS1,
exceto a posicdo 239. Entre as homdlogas, apenas as de T. thermophilus e A. aeolicus nédo
possuem as prolinas equivalentes a 183 e 250 na conformacao cis. Embora ndo se possa inferir o
papel que esses padrdes composicionais podem desempenhar na estrutura de cada enzima, a
compilacdo deles pode ser de algum valor quando da determinacdo das estruturas de novos

membros.

Tabela 10. Padrdes de conservagao sequencial observados entre enzimas das familias MetRS1 e MetRS2.

Familia
Posic¢éo no alinhamento*

MetRS1 MetRS2

111 I L
T47
G124
E156
H220
N231

Z I m o 4

C
Q
S
K
G
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Legenda: Padrdes de conservagao de aminoacidos entre MetRS1 e MetRS2 observados no alinhamento da Figura
16. *As posicdes do alinhamento séo referentes a numeragéo da sequéncia da RtMetRS.
Fonte: O autor.

Figura 17. Mapeamento do grau de conservacao sequencial da metionil-tRNA sintetase de R. typhi para a estrutura
do mon6mero A realizado com o servidor Consurf.

Legenda: Andlise de variabilidade da composicdo aminoacidica da RtMetRS. A hélice o, que pertence ao conjunto
de residuos com maior variagdo e apresenta em sua por¢do N-terminal os residuos K374 e S375, é destacada com
uma seta vermelha. Residuos coloridos em ciano representam posic¢6es de alta variabilidade, ou seja, menor grau de
conservacéo, e em roxo, posi¢es de menor variabilidade, portanto, mais conservados em estruturas de MetRS. O
mondmero foi rotacionado em torno de seu eixo vertical em ~90° entre as imagens em A e B.

Fonte: O autor.

O substrato metionina é mantido no dominio AD em um sitio formado por cadeias
laterais dos residuos 111, Y13, D50, W225, A228, L229, N231,Y232, 1260 e H264 (Figura 18).
A metionina estabelece uma ligacdo de hidrogénio, atraves do grupo amino, com 0 oxigénio da
cadeia principal da 111. Esta interacdo é conservada nas homologas e em todos os mondémeros da
RtMetRS. Em estruturas homdlogas ha também uma interacao entre a carboxila da cadeia lateral
de um aspartato conservado e o grupo amino da L-metionina. Na estrutura da RtMetRS, este
residuo é o D50, que se encontra em uma conformacdo que deixa os 4&tomos envolvidos nesta
interacdo levemente mais distantes (3,07 A no monémero A e 3,14 A no monémero H) do que o
observado na homologa BmMetRS, entretanto, ainda dentro do valor de corte para uma interacao
idnica (ponte salina), 4,0 A, de acordo com Barlow e Thornton (1983). Os residuos Y13 e W225
exibem conformacdes equivalentes aquelas das homdlogas que sdo atingidas ap6s movimento
das suas cadeias laterais em direcdo ao substrato, como se depreende da comparacdo com a

forma apo quando disponivel (uma excecdo € da MetRS humana citosélica que apresenta a



67

referida tirosina em uma conformacéo aberta devido & interacdo com uma treonina de uma hélice
a proxima). N&o se obteve sucesso na cristalizacdo da RtMetRS na forma apo, entretanto, tem-se
por hipdtese que o estado ligado poderia ser alcancado através do mesmo evento de
reposicionamento de cadeias laterais.

Os mondémeros da RtMetRS apresentam heterogeneidade conformacional entre eles, da
qual decorrem algumas interacGes polares com a metionina (através do SD e dos grupos
carboxila e amino) que ndo tém equivalentes todos os monémeros devido a variagdes na
conformacdo da carboxila e no SD do substrato. Algumas destas intera¢cBes envolvem atomos
das cadeias lateral e/ou principal dos residuos 111 (“:” a seguir denota interacdo, a esquerda
atomo do residuo da cadeia e a direita atomo do substrato) (N:SD, presente nos monémeros B e
H), Y13 (N:O, presente nos monémeros E, F e G), Y232 (OH:SD, presente apenas no monémero
G) e H264 (NE2:SD, presente nos mondmeros A, D, E e F). Outras interacdes dizem respeito as
ligacbes de hidrogénio com moléculas de agua, que se ligam apenas a metionina ou que
medeiam ligacdes entre a metionina e outros residuos (cadeia A [W1375:Y13:N, D16:0D2 e
H22:NE2], C [W1573: H22:NE2, W350:D259:0D2] e G [W934: D16:0D2 e H22:NE2]). Em
todos os casos, 0s &tomos envolvidos estdo separados por distancias dentro do valor de corte de
35A.

Figura 18. Sitio de ligagdo do substrato metionina.
7 p—

< @
-

Legenda: Residuos que formam a cavidade hidrofébica de ligagdo da metionina. (A) Mondmero A, (B) mondmero
G e (C) mondmero H. Nesta figura foram mostrados apenas os mondmeros com as maiores diferencas
conformacionais e/ou de intera¢cfes com a L-metionina apds sobreposicdo estrutural. Em destaque com linha
tracejada amarela a ligagdo de hidrogénio estabelecida entre metionina e ILE11 (mon6meros A, G e H), D50
(mondmeros A e H), Y232 (mondmero G), H264 (mondmero A) e moléculas de agua (mondmeros A, G e H). O
residuo D50 é mostrado em amarelo como modelo de bastfes e foi incluido por ser um residuo conservado que
ajuda a manter a metionina no seu sitio.

Fonte: O autor.

Os devios quadraticos médios, RMSDs, de Ca dos mondmeros sobrepostos, utilizando-se

o mondémero A como referéncia, variam relativamente pouco e ficam entre 0,156-0,213 A no
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grupo de mondmeros A, C, E e G. Ja para o grupo B, D, F e H, os valores de RMSD ficam entre
1,083-1,191 A, mesmo que a regido mais variavel (residuos 124-153) seja omitida durante a

sobreposicdo. Na Figura 19 é mostrada a sobreposi¢do dos oito monémeros.

Figura 19. Sobreposicéo estrutural dos mondmeros da metionil-tRNA sintetase de Rickettsia typhi.

Legenda: Sobreposi¢do dos oito mondmeros de RtMetRS. Em verde sdo mostrados os mondmeros A, C, Ee G, e em
ciano sdo mostrados os monémeros B, D, F e H. Foram destacadas com elipses vermelhas as regides de maior
variacdo na conformacdo da cadeia principal (no topo, regido dos knuckles; a esquerda, loop KISKS; a direita cadeia
principal do D186, e abaixo, parte do dominio SCF).

Fonte: O autor.

1.6 CONCLUSOES

A RtMetRS foi expressa em grande quantidade e, embora a fracdo insolGvel tenha sido
dominante, o redimento da enzima na fragdo solUvel foi satisfatorio para que ensaios de
cristalizacdo fossem realizados (triagens iniciais e otimizacdo). A analise por NanoDSF da
RtMetRS apo e dos seus complexos com metionina ou ATP sugerem que estes substratos néo
impactam significativamente a estabilidade térmica da enzima.

Em relacdo aos ensaios de cristalizacdo, uma condigéo testada produziu cristais proteicos.

Devido a capacidade reduzida de difragdo destes cristais, ensaios de refinamento desta condicdo
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foram realizados. Mesmo apds um grande numero de tentativas, em geral, os cristais nao
apresentavam melhoras de qualidade. Afortunadamente, alguns cristais propiciaram a coleta de
conjuntos completos de dados de difracdo e um deles apresentou qualidade suficiente para a
determinacdo da estrutura tridimensional da RtMetRS. No refinamento foram incluidas as leis de
geminac&o referentes a quatro dominios cristalinos.

De forma geral, a organizacéo de estrutura terciaria da RtMetRS é bastante semelhante ao
observado em enzimas homdlogas e representa a estrutura minima para uma MetRS. Entretanto,
a estrutura refinada mostrou diferencas na conformacdo do dominio CP em relacdo ao que €
geralmente encontrado em enzimas da familia MetRS1, o que poderia indicar um
comportamento distinto do complexo RtMetRS:Met em solucdo, assemelhando-se mais ao da
familia MetRS2. Em varios monémeros foi possivel modelar, mesmo que parcialmente, trechos
do loop que contém o motivo KISKS, que geralmente se encontra desordenado em estruturas
homologas que também ndo possuem ATP ligado. Isso poderia ser uma consequéncia da
proximidade intermonomérica em cada dimero na unidade assimétrica, que limita a
movimentacdo da referida regido. Além disso, este loop apresenta conformacdo distinta entre os
mondmeros.

A heterogeneidade conformacional ficou evidente também em outras regiGes do modelo,
como nos residuos proximos ao motivo HIGH, onde a conformacdo da cadeia principal do
ASP16 se encontra mais distante, voltada mais para o solvente para os monémeros A, C, Ee G
em relacdo ao observado para 0s mondmeros B, D, F e H. Condic&o semelhante de variabilidade
conformacional entre os dois grupos de mondmeros também foi observada para a regido que

detém os knuckles.
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CAPITULO 2 - GLICERALDEIDO-3-FOSFATO DESIDROGENASE DE Acinetobacter

baumannii

2.1 INTRODUCAO

2.1.1 Acinetobacter baumannii

A. baumannii é um bacilo Gram-negativo nao fermentativo, aerobico, pleomorfico e
desprovido de aparato para mobilidade. Esta bactéria € um patégeno oportunista que infecta
individuos imunologicamente debilitados, especialmente aqueles em periodos longos de
internacdo hospitalar. A. baumannii tem desenvolvido resisténcia a multiplos antibidticos de
primeira linha, como carbapenens, polimixinas e tigeciclinas, o que representa um problema
mais critico ainda no contexto de infeccdes nosocomiais, ser membro de um grupo de
microrganismos com panresisténcia a antibioticos denominado ESKAPE (um acrénimo para
Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter
baumannii, Pseudomonas aeruginosa, and Enterobacter spp.) que consta como o patdgeno de
maior prioridade pela Organizacdo Mundial da Salde quanto a necessidade de desenvolvimento
de novas medidas terapéuticas (MARAGAKIS e PERL, 2008; LI et al., 2006; PELEG et al.,
2007; TILLERY et al., 2020). Este organismo apresenta mecanismos de resisténcia a agentes
antimicrobianos intrinsecos e adquiridos. Os do primeiro tipo sdo provavelmente relacionados a
capacidade de expressar diversas P-lactamases e cefalosporinases, ao numero reduzido de
porinas e a reduzida permeabilidade da membrana externa, além daqueles geralmente observados
em outros membros do grupo ESKAPE. J& os do segundo tipo dizem respeito a caracteristicas
fenotipicas adquiridas através de elementos genéticos como plasmideos transposons e integrons
(MARAGAKIS e PERL, 2008). Além destas caracteristicas, A. baumannii apresenta diversos
fatores de viruléncia, como proteina de membrana externa A (OmpA), lipopolissacarideos (LPS),
lipooligossacarideos (LOS), capsula, fosfolipases C e D, sistemas de secrecao do tipo | (T1SS),
Il (T2SS) e V (autotrasportador, T5SS), e vesiculas de membrana externa (OMV) (MORRIS et
al., 2019).

As espécies do género podem ser encontradas em virtualmente qualquer tipo de solo e
aguas superficiais, o que leva a uma interpretacao errdnea de que as espacies deste género sejam
ubiquas. Especificamente, A. baumannii, como patdgeno, tem preferéncia por ambientes
mucosos e pele com ferimentos e pode ser isolado de secre¢Ges do aparelho respiratério e
orofaringeanas dos infectados. Entretanto, como é capaz de formar biofilmes, pode se

desenvolver mesmo em superficies abidticas, como utensilios hospitalares e dispositivos usados
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em unidades de tratamento intensivo, onde causa infeccOes como pneumonia associada a
ventiladores, infeccGes de pele e tecidos moles, em feridas, no trato urinario, na corrente
sanguinea e meningites secundarias. Fora do ambiente hospitalar foram reportadas infeccdes em
areas da Asia e Oceania afetadas por conflitos armados e desastres naturais, onde A. baumannii
coloniza ferimentos e pode evoluir para fascite necrosante e morte. Casos de ocorréncia de
comunitaria de pneumonia, encefalite e bacteremia priméria geralmente sdo acompanhados de
outras comorbidades como diabetes, doencas pulmonares e renais (HOWARD et al., 2012;
DIJKSHOORN; NEMEC; SEIFERT, 2007). A taxa de mortalidade por infecgdes nosocomiais
causadas por A. baumannii pode ser tdo alta quanto 44% das causas gerais de mortalidade e pode
ser ainda maior se considerados outros fatores associados (ALRAHMANY et al., 2022).

A pele e tecidos moles infectados inicialmente apresentam aspecto similar a ‘pele’ de
laranja, seguido por uma aparéncia de lixa que, finalmente, evolui para vesiculas claras na pele.
Em sequéncia, podem se desenvolver em éareas da pele bolhas hemorragicas com processo
necrotico visivel, seguido de bacteremia. Se mantida sem tratamento, pode conduzir a septicemia
e morte (SEBENY; RIDDLE; PETERSEN, 2008).

2.1.2 Gliceraldeido-3-Fosfato Desidrogenase

As enzimas gliceraldeido-3-fosfato desidrogenases (GAPDH) sdo enzimas tetraméricas
que catalisam a fosforilacdo oxidativa reversivel do substrato D-gliceraldeido-3-fosfato (D-G3P)
ao produto 1,3-bisfosfo-D-glicerato (1,3-bPG), o que implica o recebimento de elétrons pelo
cofator nicotinamida adenina dinucleotideo (NAD®). O co-substrato, fosfato inorganico, é
incorporado ao produto final, assim, fazem-se necessarios sitios para a ligacdo de anions na
cavidade catalitica da enzima. Em GAPDH, estes sitios sdo denominados “PS” e “Pi” e
correspondem aos locais de ligacdo do fosfato do substrato (embora também seja capaz de ligar
fosfato inorganico) e do fosfato inorganico, respectivamente (MUKHERJEE et al., 2010). O sitio
Ps € altamente conservado em eucariotos e procariotos, entretanto, P; é varidvel. As estruturas de
GAPDH possuem dois tipos de sitio Pi, um ‘classico’, observado originalmente na GAPDH de
Bacillus stearothermophilus (SKARZYNSKI; MOODY; WONACOTT, 1987), e um
denominado de ‘novo Pi’, encontrado na GAPDH de Thermotoga maritima (KORNDORFER et
al., 1995).

A atuacdo da GAPDH ocorre por um mecanismo em duas etapas. Na primeira, oxidativa,
0 grupo tiol da cadeia lateral da cisteina do sitio catalitico realiza um ataque nucleofilico ao
carbono carbonilico do grupo aldeido do substrato D-G3P e, como resultado, obtém-se um
hemitioacetal intermediéario. Em seguida, um hidreto deste intermediério é transferido para o C4
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de uma molécula de NAD", produzindo NADH e um intermediério tioacilado. A etapa de
fosforilacdo ocorre pelo ataque nucleofilico da ligacéo tioéster do novo intermediario por um ion
fosfato, gerando 1,3-bPG e a cisteina catalitica renovada (ZHANG et al., 2021). Além da cisteina
nucleofilica, 0 mecanismo catalitico porposto considera a participagdo de um residuo de histidina
que reduz o pK, aparente do préton da cisteina e aumenta sua nucleofilicidade ao tornd-la um
tiolato. A natureza basica da cadeia lateral da histidina também auxilia a transferéncia de hidreto
do intermediario hemitioacetal (DIDIERJEAN et al., 2003).

A partir da andlise da atividade de GAPDHSs de Bacillus subtilis e da comparacdo de suas
estruturas primarias com a de outras bactérias, identificou-se que até trés tipos de GAPDH
fosforilativas bacterianas podem ser expressas, dependendo da espécie. As diferencas
encontradas neste estudo dizem respeito a especificidade por substrato e cofator que podem ser
relacionadas a presenca de sequéncias assinatura. Assim, GAPDH (GapA) e eritrose-4-fosfato
desidrogenase (E4PDH) possuem trechos das suas sequéncias de aminoacidos que indicam
especificidade por NAD" como cofator, e G3P e eritrose-4-fosfato (E4P) como substratos,
respectivamente. Ja GapB, sdo enzimas que podem utilizar ambos os cofatores, NAD" ou
NADP* com preferéncia por NADP* (FILLINGER et al., 2000).

GAPDH nédo apresenta importancia apenas como componente da via glicolitica, mas
também para outras fungdes. Algumas destas se relacionam a é&reas de importancia
médica/social, como contracepcdo, doencas neurodegenerativas e infeccdo por diversos
patdgenos (em agentes infecciosos como bactérias, GAPDH pode apresentar fungdes diversas -
chamadas de moonlighting - que ampliam a viruléncia destes organismos e maximizam a
capacidade de infectar hospedeiros, entre estas, adesdo, invasdo, evasdo e aquisicdo de
micronutrientes) (HENDERSON e MARTIN, 2011; NIMMA et al., 2023). Portanto, GAPDH
poderia ser de interesse também na pesquisa para o desenvolvimento de farmacos, e de métodos

de diagnostico e prognoéstico para o gerenciamento destas patologias (SEIDLER, 2013).

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Superexpressar, purificar, cristalizar a enzima Gliceraldeido-3-fosfato Desidrogenase de
Acinetobacter baumannii (AbGAPDH);

- Realizar ensaios para medicdo da atividade enzimatica de AbGAPDH;

- Determinar a temperatura de desnaturacdo da AbGAPDH por nanofluorimetria diferencial de
varredura (nanoDSF);

- Coletar dados de difracdo de raios X dos cristais da referida enzima;
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- Refinar as estruturas obtidas a partir dos padrdes de difragéo coletados.

2.3 MATERIAIS E METODOS

2.3.1 Escolha e Obtencdo do Gene da Gliceraldeido-3-fosfato Desidrogenase de Acinetobacter
baumannii (AbGAPDH)

A escolha do gene da Gliceraldeido-3-fosfato Desidrogenase de Acinetobacter baumannii
(AbGAPDH)foi realizada como descrito anteriormente no item 1.4.1. Este gene foi enviado

subclonado no vetor de expressdo BG1861, que tem resisténcia a ampicilina.

2.3.2 Métodos Gerais para Recuperacgdo de Plasmideos, Bactérias, Superexpressdo, Purificacdo
das Proteinas e Ensaios de Cristalizacao

2.3.2.1 Recuperacéo do plasmideo

Apos o recebimento do vetor de expressdo do Seattle Structural Genomics for Infeccious
Disease (SSGCID), ele foi recuperado aplicando-se o procedimento descrito no item 1.4.2.2 e
utilizado para transformacdo de bactérias E. coli Rosetta(DE3)pLysS quimiocompetentes

conforme estabelecido no item 1.4.2.3.

2.3.2.2 Superexpressao e purificagéo

A superexpressdo e a purificacdo da AbGAPDH foram realizadas de acordo com o
protocolo descrito no item 1.4.2.4, com a diferenca de que nédo foi realizada a etapa de troca

ionica.

2.3.2.3 Ensaios de cristalizacéo

Ensaios de cristalizacdo do tipo screening foram executados de maneira semelhante aos
descritos no item 1.4.2.5. Foram utilizadas amostras concentradas até 9 e 12 mg mL™, conforme
dosagem de concentracdo de proteinas realizada empregando-se 0 método descrito por Bradford
(1976). Utilizaram-se os Kits comerciais JCSG+, Morpheus e Structure Screen (Molecular
Dimensions). As condicgdes testadas apenas continham AbGAPDH e solucéo precipitante, isto é,
ndo foram incorporados os substratos ou outros ligantes. CondicGes que eventualmente proveram

cristais ndo foram submetidas a refinamento.
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2.3.4 Espalhamento Dindmico de Luz (DLS) e Nanofluorimetria Diferencial de Varredura
(NanoDSF)

Seguiram-se as etapas mencionada no item 1.4.4 para obtencdo dos dados de DLS e
NanoDSF, exceto que néo foi incorporado qualquer ligante na solucédo de AbGAPDH analisada.

2.3.5 Procedimentos Computacionais

2.3.5.1 Modelagem por homologia e andlise da estrutura modelada da Gliceraldeido-3-fosfato
Desidrogenase de Acinetobacter baumannii

A estrutura da AbGAPDH foi modelada teoricamente por modelagem por homologia.
Inicialmente, a sequéncia de aminoacidos da AbGAPDH foi utilizada para definir as estruturas
de GAPDHs homdlogas depositadas no banco de dados PDB. Este procedimento foi realizado
com a ferramenta BLAST. Os resultados foram avaliados e as homologas de interesse foram
selecionadas utilizando-se como critério de escolha a maior porcentagem de identidade e maior
cobertura sequencial. Em seguida, o programa TCOFFEE foi utilizado para construir um
alinhamento de sequéncias com base em estrutura das homologas selecionadas. Este
alinhamento, juntamente com a sequéncia da AbGAPDH, foi empregado para gerar 100 modelos
com o programa MODELLER (SALI ¢ BLUNDELL, 1993). O melhor modelo foi escolhido
com base no critério de menor energia DOPE (SHEN e SALI, 2006) e validado com os
programas PROCHECK (LASKOWSKI et al., 1993) e MOLPROBITY (CHEN et al., 2010). A
inspecdo e a producdo de imagens do modelo foram realizadas com o programa PYMOL
(DeLano, 2002). A andlise do alinhamento e a sua edicdo para apresentacdo foram realizadas
com o programa ALINE (BOND e SCHUTTELKOPF, 2009).

2.4 RESULTADOS E DISCUSSAO

2.4.1 Superexpressdo e Purificacdo

Realizou-se um Unico teste para averiguagdo de expressdo para uma col6nia desenvolvida
apos transformacdo. A AbGAPDH foi expressa de forma solivel como mostra a Figura 20
através do gel SDS-PAGE 12% do teste de expressdo, mais especificamente pela banda

destacada na raia denominada “S”.
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Figura 20. Gel de eletroforese em condi¢Bes desnaturantes do teste de expressdo da Gliceraldeido-3-fosfato Desi-
drogenase de Acinetobacter baumannii.

MM T I S

Legenda: Gel SDS-PAGE 12% utilizado para confirmar a expressdo da AbGAPDH. MM: Marcador de massa
molecular — kDa (A: 66,5; B: 55,8; C: 29,0), T: lisado total, I: fragdo insoltvel do lisado e S: fragdo solGvel do
lisado. Os asteriscos vermelhos denotam as bandas as quais se atribuiu a expressao da AbGAPDH.

Fonte: O autor.

Diferentemente de outros casos (neste trabalho), a banda correspondente a expressdo da
AbGAPDH nédo apresentou grande destaque, entretanto, ela foi produzida em quantidade
apreciavel e de forma soltvel, como pode ser visto na raia S do gel da Figura 18. Essa diferenca
fez com que houvesse duvida, inicialmente, quanto a AbGAPDH ter sido de fato expressa,
entretanto, em produgdes destinadas a purificacdo, observou-se 0 mesmo aspecto no gel SDS-
PAGE. A massa molecular teérica para AbGAPDH é de 53,90 kDa, portanto, esta coerente com
0 observado no gel ao ocupar uma posicdo ligeiramente abaixo daquela ocupada pelo marcador
de 55,8 kDa.

A purificacdo cromatografica da AcCGAPDH consistiu em duas etapas como mencionado
na secdo 2.3.2.2. Na Figura 21 sdo mostrados os cromatogramas da IMAC e SEC e 0s
respectivos SDS-PAGE.
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Figura 21. Cromatogramas de afinidade e de exclusdo por tamanho da Gliceraldeido-3-fosfato Desidrogenase de
Acinetobacter baumannii.
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Legenda: (A) Primeira etapa de purificacdo, cromatografia de afinidade por ions de metal imobilizados (IMAC) da
Gliceraldeido-3-fosfato Desidrogenase de Acinetobacter baumannii. A eluicdo da AbGAPDH ocorreu no pico 3 (B)
Segunda etapa de purificacdo, cromatografia de exclusdo por tamanho (SEC) realizada com as frages 75 e 76 da
etapa IMAC concentrada até volume de 500 pL. A numeragio de cada raia do gel se refere ao volume de eluigdo da
enzima no pico majoritario (pico 1) do cromatograma de exclusio por tamanho. A direita de cada cromatograma é
mostrado o respectivo gel SDS-PAGE a 15% (esta porcentagem de acrilamida foi usada devido & disponibilidade
momentanea de um gel desta composi¢do). A absorbancia em todos os casos foi monitorada em 280 nm.

Fonte: O autor.

2.4.2 Ensaios de cristalizagdo da Gliceraldeido-3-fosfato Desidrogenase de Acinetobacter
baumannii

Nos ensaios de cristalizagcdo foram observadas apenas duas condigdes nas quais cristais se
desenvolveram e que foram preparadas com AbGAPDH a 12 mg mL™?, uma do kit Structure
Screen (condicdo de cristalizacdo nimero 32) e outra do kit Morpheus (condicdo de cristalizacéo
34) (Figura 22). Entretanto, a maioria das condi¢Ges apresentou apenas precipitacdo amorfa.
Estes cristais foram submetidos a difracdo de raios X, mas ndo proveram padrdes de difracao.
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Figura 22. Imagens capturadas de gotas durante observacGes dos ensaios de cristalizagdo da Gliceraldeido-3-fosfato
Desidrogenase de Acinetobacter baumannii.

Legenda: Cristais observados nos ensaios de cristalizacdo da Gliceraldeido-3-fosfato Desidrogenase de
Acinetobacter baumannii. (A) Condic&o 32 do kit Structure Screen, cuja composicéo é: 2,0 mol L™ de sulfato de
amonio e 0,1 mol L™ de Tris, pH 8,5. As imagens & esquerda e & direita correspondem aos ensaios do tipo gota
suspensa e gota sentada, respectivamente. (B) Condicdo 34 do kit Morpheus, cuja composicdo é: 0,1 mol L™ de
4cidos carboxilicos (0,2 mol L™ de formato de s6dio, 0,2 mol L™ de acetato de amdnio, 0,2 mol L™ de citrato de
sodio tribésico dihidratado, 0,2 mol L™ de tartarato de sédio e potassio tetrahidratado e 0,2 mol L™ de oxamato de
s6dio), 0,1 mol L™ do sistema tamponante 3 (1,0 mol L™ de Tris (base) e Bicina, pH 8,5), 30% (V/V) da mistura de
precipitantes (40% (V/V) de etilenoglicol e 20% (m/V) de polietilenoglicol (PEG) 8000). A imagem corresponde a
montagem do tipo gota suspensa. A escala presente em cada imagem € de 1 mm.

Fonte: O autor.

2.4.3 Espalhamento Dinamico de Luz (DLS) e Nanofluorimetria Diferencial de Varredura
(NanoDSF)

Avaliaram-se 0 grau de homogeneidade e a temperatura de desnaturacdo térmica da
AbGAPDH por DLS e NanoDSF (Figura 23). A curva de DLS apresenta dois picos, o principal
provavelmente corresponde a forma monodispersa da AbGAPDH e possui PDI de 0,23 £ 0,04. O
segundo pico poderia corresponder a uma forma agregada da proteina ou a alguma impureza de
mais elevada massa molecular. O raio hidrodinamico associado ao pico principal calculado a
partir dos dados de DLS coletados da AbGAPDH foi Ry, = 6,33 + 0,18 nm. Este valor é
apreciavelmente maior do que o estimado para GAPDH extraida de musculo de coelho
(Oryctolagus cuniculus), 5,4 = 0,3 nm (GOLUB et al., 2007). Geralmente, na literatura séo

realizados estudos de agregagdo de GAPDHs em diversas condi¢bes, contudo, o raio
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hidrodindmico é monitorado ao longo dos experimentos, sem que o valor desse parametro para
uma condic¢do “nativa” seja relatado. Em alguns casos, o Ry, inicial é apresentado, mas em uma
condicdo que € reconhecidamente desnaturante, portanto, ndo € possivel realizar uma

comparagdo nestas situagdes.

Figura 23. Curva de distribuicdo de intensidade obtidas por espalhamento dindmico de luz (DLS) de uma amostra
purificada da Gliceraldeido-3-fosfato Desidrogenase de Acinetobacter baumannii.

Distribuigdo de intensidades (%o)

1 3.162 10 31.623 100 316228 1000 3162.278
Raio hidrodinamico (nm)

Legenda: Perfil de distribuicdo de intensidades obtido por DLS para a AbGAPDH. A curva representa a
promediacéo da medic#o feita em triplicata. A concentracdo usada para a analise foi 0,5 mg mL™.
Fonte: O autor.

A enzima AbGAPDH também foi submetida a analise por NanoDSF para estimativa da
temperatura de desnaturacdo (Figura 24). Observa-se que a curva da razdo 350 nm/330 nm exibe
duas transicdes, a primeira em 48,07 + 1,04 °C, que marca o inicio da desnaturacdo, como pode
ser visto na curva de turbidez vs. temperatura ao coincidir com o inicio do aumento da turbidez e
também do aumento do raio cumulante (curvas central e inferior, respectivamente) das particulas
em solucdo. A segunda transicdo, que foi tomada como a T, da AbGAPDH, ocorre em 63,67
0,10 °C. Esta T, é maior do que as determinadas em outros casos como GAPDHs de
Plasmodium falciparum (54,25 °C) (CROWTHER et al., 2010; SOOKAI, 2019), madsculo de
coelho (O. cuniculus) (60,7 °C, determinada por calorimetria diferencial de varredura)
(MARKOSSIAN et al., 2006), Arabidopsis thaliana (54 °C para GAPC1 e GAPC2) e humana
(60 °C, néo especificada qual isoforma) (VEYEL et al., 2018).
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Figura 24. Resultados graficos do perfil de desnaturagdo térmica obtidos por nanofluorimetria diferencial de varre-
dura (NanoDSF) para a Gliceraldeido-3-fosfato Desidrogenase de Acinetobacter baumannii.
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Legenda: Perfil de desnaturagdo térmica da Gliceraldeido-3-fosfato Desidrogenase de Acinetobacter baumannii
obtido por NanoDSF. Para cada caso, trés curvas sdo mostradas, uma para cada tipo de propriedade monitorada,
acima, razdo das fluorescéncias registradas em 350 nm e 330 nm, no centro, turbidez, e abaixo, raio cumulante. As
linhas tracejadas verticais indicam os valores de temperatura no ponto de inflexdo na curva da respectiva
propriedade mensurada. No caso da curva de razdo de fluorescéncia, a segunda inflexdo foi considerada para
representar o valor da T,

Fonte: O autor.

2.4.4 Modelagem por Homologia da estrutura da Gliceraldeido-3-fosfato Desidrogenase de
Acinetobacter baumannii

Em razéo do insucesso na cristalizagdo da AbGAPDH e da decisao de priorizar o trabalho
com a RtMetRS, devido a perpectiva positiva de cristalizacdo e determinagdo de estrutura
tridimensional desta ultima enzima, decidiu-se realizar apenas a modelagem por homologia da
estrutura tridimensional da AbGAPDH.

A busca por homologas com BLAST resultou em cem estruturas, das quais foram

selecionadas dez de maneira que contemplassem organismos de diferentes reinos, ndo fossem
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redundantes estruturalmente e ndo apresentassem mutacOes. As estruturas escolhidas estéo

listadas na Tabela 11.

Tabela 11. Relagao das estruturas homologas utilizadas na modelagem por homologia da Gliceraldeido-3-fosfato

Desidrogenase de Acinetobacter baumannii.

Cddigo PDB Organismo Identidade (%0)
1HDG Thermotoga maritima 40,59
1ZNQ Homo sapiens 36,69
3PYM Saccharomyces cerevisiae 36,55
B6NLX Naegleria fowleri 36,34
3LOD Bartonella henselae 40,18
6GFO Thermosynechococcus vestitus BP-1 39,41
7JHO Schistosoma mansoni 36,84
1RM4 Spinacia oleracea 41,30
4P8R Trypanosoma brucei 36,34
4DIB Bacillus anthracis str. Sterne 38,86

Fonte: O autor.

O modelo final do monémero foi construido considerando-se o intervalo GLU128-

LYS478 porque os demais residuos das regides N-terminal e C-terminal ndo se alinham com as

sequéncias das homologas (exceto no caso dos residuos C-terminais de B. anthracis), por isso, a

regido N-terminal também foi omitida no alinhamento mostrado na Figura 25.
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Figura 25. Alinhamento de sequéncias de aminoacidos da Gliceraldeido-3-fosfato Desidrogenase de Acinetobacter

baumannii e das enzimas homologas selecionadas.
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aureus. Uma procura semelhante realizada na base de sequéncias nr_clustered mostrou que a
regido N-terminal mais longa se alinha com GAPDHSs de alguns outros organismos, embora
nenhuma possua estrutura tridimensional resolvida. Posteriormente, fez-se uso do servidor
SWISS-MODEL (WATERHOUSE et al., 2018) para determinar potenciais estruturas para serem
usadas como molde para modelagem dessa por¢do N-terminal. Descobriu-se que apenas algumas
poucas enzimas tém sequéncias que se alinham com a de AbGAPDH em alguns segmentos,
entretanto, o grau de identidade muito baixo as tornam inadequadas para modelagem por
homologia. Destaca-se que estas enzimas homologas séo proteinas tirosina fosfatases humana e
polimerase de RNA independente de molde (com identidade de 25,93% e 20,93%,
respectivamente).

Durante a revisdo da literatura ndo foram encontradas informacGes a respeito da fungéo
da extensdo N-terminal em qualquer destes organismos. Entretanto, no trabalho de Omumasaba
et al., (2004), foi descrita a caracterizacdo das GAPDHSs de Corynebacterium glutamicum, GapA
e GapB (esta apresenta 110 residuos N-terminais de maneira semelhante a AbGAPDH). GapB
foi capaz de exercer funcéo glicolitica em concentragdes altas de ATP, com NAD" ou NADP”
como cofator. GapA, no entanto, apenas apresentou atividade glicolitica em baixas
concentragbes de ATP e de maneira especificamente dependente de NAD®. A avaliacdo da
atividade das duas enzimas utilizando NADP* como cofator mostrou que ambas apresentam
atividades comparaveis entre si em concentracoes altas de ATP.

Lenvando-se em consideracdo as sequéncias assinatura propostas por Fillinger et al.,
(2000) e Omumasaba et al., (2004), pode-se lancar a hipétese de que AbGAPDH objeto deste
trabalho seria do tipo GapB e talvez possa exibir o comportamento de dualidade de afinidade
pelo cofator (ou seja, pode utilizar tanto NAD™ ou NADP") a depender das condigGes de atuacio,
por exemplo, frente a algum metabolito como ATP. As sequéncias assinatura que suportam este
argumento foram destacados no alinhamento da Figura 23. Particularmente, estes residuos sao:
/RKSS', *°*HSFTNDQNLIDNYH*? e **¥TETGA®? na numeracio da AbGAPDH. A
presenca de aspartato ou glutamato na posicdo 168, geralmente presente nas sequéncias de
GapA, desfavorece a ligacdo ao NADP®, bem como a substituicio das serinas 169-170 por
residuos majoritariamente de natureza hidrofobica. Serina/treonina nestas duas posi¢fes s&o
tipicamente encontradas em GapB e foram relacionadas a um favorecimento da ligagdo ao
NADP®. No segundo segmento, a substituicdo de N330 por L, G, A e V, e Y331 por P
desfavorecem analogamente a ligacdo ao NADP*. A composicdo **°NY3* sio alguns dos
residuos frequentemente encontrados em posicfes equivalentes em outros microorganismos e

possibilitam interagdo com NAD" ou NADP*, com preferéncia para o Gltimo.
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Soma-se a isso o fato de o genoma de A. baumannii de sequéncias ndo redundantes
disponivel apresentar trés enzimas com funcdo de GAPDH (e anotadas com tal). A primeira € a
AbGAPDH discutida neste capitulo, a segunda é a GAPDH dependente de NADP" e a terceira
tem funcdo de E4PDH, de acordo com o estudo de Nimma et al., (2023). Estes autores
consideram que AbGAPDH seria GapA e aquela dependente de NADP™ seria GapB, entretanto,
ndo discutem como chegaram a esta conclusdo. Além disso, ao analisarem alinhamentos de
sequéncias da E4PDH de A. baumannii e de outros organismos, admitem que E4PDH tem mais
caracteristicas composicionais observadas em GapA. Apesar do esforco em se tentar
correlacionar caracteristicas da estrutura priméria a um determinado tipo de GAPDH, o real
papel desempenhado por cada uma das trés presentes em A. baumannii e sob quais condi¢bes
demanda mais estudo experimentais, bioquimicos, bifofisicos e a solucdo da estrutura
tridimensional delas.

O modelo do mondémero foi submetido a validagdo com o programa MOLPROBITY que
indicou desvios da idealidade significativos especialmente em angulos de ligacdo e sobreposicdo
de atomos (clash) de muitos residuos, entdo, o programa phenix.model_idealization foi
empregado para reparar esses desvios. Apos isso, uma nova avaliagdo com MOLPROBITY
indicou melhora na qualidade do modelo e algumas alteragcdes de angulos diédricos ¥2 e 3 de
residuos de asparigina e glutamina, respectivamente. Especificamente para avaliacdo dos angulos
diédricos da cadeia principal também foi empregado o programa PROCHECK que mostrou que,
conjuntamente, as regides mais favoravel e adicionalmente permitida do gréafico de
Ramachandran (Figura 26) englobam 97,8% dos residuos, enquanto as regides generosamente
perimitida e proibida correspondem aos 2,2% dos residuos remanescentes, exceto prolinas e

glicinas.



84

Figura 26. Gréafico de Ramachandran do modelo monomérico da Gliceraldeido-3-fosfato Desidrogenase de Acineto-
bacter baumannii.
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Legenda: Grafico de Ramachandran gerado para o monémero ‘idealizado’ da Gliceraldeido-3-fosfato Desidrogenase
de Acinetobacter baumannii. Os residuos destacados em vermelho sdo: E198, Q152, A290, D329, N330, K309 e
W453.

Fonte: O autor.

Através do alinhamento e das sobreposi¢cdes estruturais, a estrutura da AbGAPDH foi
dividida nos dois dominios caracteristicos de GAPDHs (Figura 27A): o de ligagdo do NAD", que
abarca os intervalos de residuos E128-S291 e D455-K477, e o catalitico, que engloba o intervalo
de residuos C292-Y454, do qual C292 é o residuo catalitico. Os residuos que intergem com o
NAD", presumidos a partir da comparagido com a homdloga de S. mansoni, sdo destacados no
alinhamento da Figura 25 e apresentam algumas variacfes em relacdo as homologas como as
substituicdes de residuos bastante conservados N136Y, D169S (alanina em vez de aspartato em
B. anthracis) e R216S (prolina em vez de arginina em T. maritima). O modelo do tetrdmero
(Figura 27B) foi gerado a partir da sobreposi¢do do modelo monomeérico validado da AbGAPDH

em cada mondmero da homologa de S. oleracea.
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Figura 27. Modelo tedrico do mondmero e do tetrdmero da Gliceraldeido-3-fosfato Desidrogenase de Acinetobacter
baumannii.

Legenda: Estruturas do mondmero e tetramero da AbGAPDH. (A) Subdivisdes do monémero nos dominios de
ligagdo ao NAD" (verde) e dominio catalitico (ciano). Os residuos que possivelmente interagem com NAD, bem
com ele proprio, estdo destacados em modelo de bastdes e coloridos em amarelo e vermelho, respectivamente. (B)
As moléculas de NAD" estdo mostradas em modelo de bastdes na cor vermelha e os ions sulfato estdo representados
em modelo de esferas.

Fonte: O autor.

A partir da inspecdo do modelo, também se pode esperar que o residuo K239 (presente
também em B. anthracis), que substitui valina, isoleucina ou leucina nas homdlogas, ao assumir
conformacao apropriada poderia participar de interacdes polares com a por¢do adenina do NAD*
(via N6A ou N7A). Ademais, o residuo W240 adjacente substitui fenilalanina conservada nesta
posicdo. A Figura 28 mostra a porcdo adenina da molécula de NAD™ e o posicionamento das
cadeias laterais dos residuos K239 e W240.
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Figura 28. Regido do modelo de um mondmero da Gliceraldeido-3-fosfato Desidrogenase de Acinetobacter bau-
mannii com uma molécula de NAD" ligada.

Legenda: Destaque da regido do modelo da Gliceraldeido-3-fosfato Desidrogenase de Acinetobacter baumannii que
interage com a porgdo adenina do cofator NAD". As cadeias laterais dos residuos Y136, K239 e W240 sio
mostradas com modelo de bastdes coloridos em verde e o cofator NAD" é mostrado no mesmo tipo de representacio
e colorido em ciano. Os residuos K239 e W240 substituem residuos conservados em posicfes equivalentes nas
GAPDHs homologas. Mediante alteragdo conformacional apropriada, o residuo K239 poderia estabelecer interacfes
polares com 0o NAD" via N6A ou N7A. O residuo Y136 e W240, apds alteragces conformacionais dos seus
respectivos angulos diédricos y2, poderiam dar lugar a intera¢cdes de empilhamento n-r com um ligante aromatico
que seja capaz de se intercalar entre as suas cadeias laterais.

Fonte: O autor.

Residuos na regido de ligacdo da adenina/adenosina podem ser de interesse na exploracao
de moléculas inibidoras da acdo de GAPDH, conforme descrito por Suresh et al. (2001) no
contexto do da inibicdo desta enzima de Leishmania mexicana por compostos andlogos a
adenosina. Uma avaliacdo mais adequada do papel dos residuos mencionados e suas vizinhancas
demanda o conhecimento acerca da estrutura da AbGAPDH por métodos experimentais, por
exemplo, para inferir a potencialidade de ancoragem de um ‘motivo’ aromatico que poderia ser
mantido por interagdo de empilhamento n-7 entre as cadeias laterias dos residuos Y136 e W240
Figura 28. A conformac&o necessaria para que isso ocorra poderia ser atingida apds tor¢bes nos
angulos diédricos 2 de ambos os residuos, que 0s deixaria aproximadamente paralelos e a uma

distancia de aproximadamente 6,4 A.
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2.5 CONCLUSOES

A enzima Gliceraldeido-3-fosfato Desidrogenase de Acinetobacter baumannii
(AbGAPDH) expressa e purificada foi suficiente para a realizacdo de apenas ensaios iniciais de
cristalizacdo devido ao rendimento razoavelmente reduzido da proteina. Alguns cristais
desenvolvidos ndo se mostraram difratores.

Foram realizadas algumas caracterizac@es biofisicas por DLS e NanoDSF que mostraram
gue AbGAPDH se mantém monodispersa em solugdo, embora um pico, que pode ser atribuido a
um agregado ou impureza de maior massa molecular, também tenha sido detectado na curva de
espalhamento. O raio hidrodindmico estimado é maior do que o reportado para outras GAPDHs,
0 que poderia ser decorrente do dominio N-terminal mais longo. A desnaturacdo térmica é
irreversivel, com T, maior que as Ty, de proteinas homdélogas encontradas na literatura.

A estrutura tridimensional da AbGAPDH foi modelada por homologia, mesmo que nao
na totalidade de sua sequéncia devido a falta de molde adequado para os primeiros 127 residuos
N-terminais. A andalise do alinhamento de sequéncias com proteinas homdlogas possibilitou criar
uma hipotese acerca da classificacdo da AbGAPDH (uma das trés expressas em A. baumannii)
quanto a utilizacio dos cofatores NAD" e NADP*. Enfatiza-se aqui a limitacdo desta hipétese
visto que a heterogeneidade encontrada em enzimas GAPDH no tocante & classificagdo torna a
andlise teorica dificil e, obviamente, estudos experimentais bioquimicos e biofisicos sdo

necessarios.
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CAPITULO 3 - HISTIDIL-tRNA SINTETASE DE Ehrlichia chaffeensis

3.1 INTRODUCAO

3.1.1 Ehrlichia chaffeensis

Ehrlichia chaffeensis € uma bactéria Gram-negativa de vida obrigatoriamente
intracelular, pleomorfica, membro da subdivisdo a-proteobactéria (ordem Rickettsiales, familia
Anaplasmataceae), que infecta uma ampla variedade de animais. A descricdo morfologica destas
bactérias € origindria de observacfes em leucocitos e tecidos humanos e em células de
mamiferos de diversas linhagens. Dois tipos de células sdo identificados nestes ambientes, ambas
ndo motoras; células reticuladas (cocoides e cocobacilares — com fibrilas de DNA do nucleoide e
ribossomos uniformemente dispersos no citoplasma) e células de ‘nucleo denso’
(predominantemente cocoides — com o DNA do nucleoide e ribossomos mais densamente
acomodados) (PADDOCK; CHILDS, 2003). Multiplicam-se por fissdo binaria em vactolos no
citoplasma de células do hospedeiro, formando agregados de densidade variavel, denominados
morulas (RIKIHISA, 1991). As células alvejadas por este patdgeno sdo mondcitos e macréfagos,
que sdo células imunoldgicas capazes de reconhecer os padrfes moleculares patdgeno-
associados (PAMPs - pathogen-associated molecular patterns), tais como lipopolissacarideos,
peptideoglicano, flagelo e pili comum, para desencadear uma resposta defensiva antimicrobiana.
Entretanto, os genes envolvidos na biossintese destes componentes celulares ndo estdo presentes
em E. chaffeensis (LIN e RIKIHISA, 2003). A entrada na célula hospedeira é mediada por uma
invasina (proteina de superficie) que provoca a internalizacdo do patégeno sem que o sistema de
producdo de espécies reativas de oxigénio seja ativado. As bactérias internalizadas se replicam
no interior de compartimentos delimitados por membranas denominadas inclusdes (RIKIHISA,
2022). Uma vez dentro destas inclusdes, as células parasitarias empregam diversos mecanismos
para obtencdo de substancias essenciais do hospedeiro. Ao fusionar as inclusdes com vesiculas
derivadas do hospedeiro, produzidas pela via de autofagossomos e endossomos regulada por
RABS, E. chaffeensis consegue obter aminoacidos, metabdlitos intermediarios, ferro, colesterol,
glicerofosfolipideos, etc., componentes que ndo podem ser sintetizados devido a auséncia de
genes das vias correspondentes no seu genoma (LIN et al., 2020).

A forma principal de infecc@o ocorre pela picada de carrapatos infectados (por exemplo,
Amblyomma americanum). O vetor A. americanum é infectado apds se alimentar do sangue
contaminado de um animal que serve como reservatério (White-tailed deer) de E. chaffeensis. Ha

relatos de casos em muitos paises, distribuidos entre casos nos quais foi realizada a confirmacéo
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de E. chaffeensis como o agente infectivo por meio da caracterizagdo molecular e casos com
apenas evidéncia soroldgica. Nestes ultimos, ndo é possivel dizer qual o agente causador devido
a possibilidade de reatividade cruzada entre espécies relacionadas (YABSLEY, 2010).

As infeccBes por espécies do género Ehrlichia sdo denominadas erliquioses,

particularmente, a erliquiose monocitica humana é causada por Ehrlichia chaffeensis
(PADDOCK; CHILDS, 2003). Esta infeccdo é caracterizada por provocar sintomas como febre,
dores de cabeca, mialgia, calafrios e, embora menos frequentemente, tosse, vomito, dores
abdominais e vermelhiddo da pele (geralmente em criangas). Os sintomas tém inicio apds 1-2
semanas da exposicdo ao patogeno. Outras observacdes frequentes sdo anormalidades
hematoldgicas (leucopenia e trombocitopenia) e hepaticas (aumento da quantidade de enzimas
do figado e proteina C reativa). A infec¢do pode ser fatal se ndo tratada, correspondendo a uma
taxa de até 3%. O tratamento de primeira linha é realizado com o antibidtico doxiciclina.
(MADISON-ANTENUCCI et al., 2020; THOMAS; DUMLER; CARLYON, 2009; RIKIHISA,
2022).
Os fatores determinantes da severidade da doenga ndo sdo bem conhecidos. Acredita-se que a
severidade possa estar relacionada a maneira complexa de interacdo entre 0s componentes da
célula hospedeira, do patdgeno e possivelmente de intervengoes terapéuticas. Casos fatais foram
descritos em individuos com debilidade imunoldgica causada por infeccdo por HIV, terapias com
imunossupressores, gamopatia monoclonal, asplenia, talassemia beta e sindrome de Down
(PADDOCK; CHILDS, 2003).

3.1.2 Histidil-tRNA Sintetase

Histidil-tRNA sintetases (HisRS) pertencem a classe Il (subclasse l1a) das aaRS, a qual
compreende enzimas que sdo formadas de trés dominios conservados. O primeiro, que € comum
a todas as enzimas da classe 1l, trata-se do dominio catalitico caracteristicamente formado por
sete fitas-beta que compdem uma folha-beta central flanqueadas por sete hélices-alfa. O segundo
é o0 dominio C-terminal, presente nas trés integrantes da subclasse lla, histidil- treonil-, prolil-,
além da glicil-tRNA sintetase de organismos eucaridticos e arqueas (WOLF et al., 1999). Neste
dominio fica o loop que realiza interagdo com o anticédon do tRNA, embora o anticédon néo se
constitua a razdo primaria para especificidade do tRNA. O reconhecimento do tRNA cognato
estd muito provavelmente relacionado com interagdes com residuos do motivo 2, situado no
dominio catalitico (HAWKO e FRANCKLYN, 2001). O terceiro dominio, especifico de HisRS,
€ uma insercdo entre os motivos 2 e 3 do dominio catalitico, que assume a estrutura secundaria

de uma hélice-alfa. Esta hélice apresenta sequéncia de aminoacidos altamente conservada em
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procariotos e realiza contatos com a cadeia principal do brago aceptor e esta envolvida também
na reacao de ativacdo do substrato histidina (ABERG et al., 1997; GUTH et al., 2009). HisRS
contém outros dois motivos, denominados HisA e HisB, destinados a facilitar a ligacdo de
histidina.

A maior parte das enzimas da classe Il € homodimérica, com exce¢des que Sdo as
fenilalanil- alanil- e glicil-tRS de eubactérias. O sitio ativo consiste de uma grande cavidade
localizada em um dos lados da folha-beta. Existem trés motivos conservados nas aaRSs da classe
Il. O motivo 1 encontra-se proximo da interface do dimero e auxilia no posicionamento dos
motivos 2 e 3; estes dois, por sua vez, se localizam em loops proximos ao sitio ativo. O motivo 2
interage com ATP, o aminodcido e o “braco” aceptor, enquanto o motivo 3 interage com o ATP.
As trés subclasses (da classe 1) se diferenciam quanto a sequéncia de aminoacidos e a estrutura
quaternéria; elas apresentam diferencas na topologia e na localizagdo do dominio de ligacdo ao
anticodon.

As informac0es estruturais, derivadas principalmente das estruturas das HisRS de E. coli,
T. thermophilus e S. aureus, mostram que a ligacdo dos substratos ATP e histidina é
acompanhada de ajustes induzidos especificos desta enzima e dos loops do motivo 2, que
aumentam a especificidade pela histidina. O mecanismo de reacdo ocorre em duas etapas, assim
como para outras aaRSs. Na primeira etapa ocorre a ativacdo do aminoacido, no caso histidina,
pela reacdo com ATP e formacdo dos produtos histidil-adenilato e pirofosfato inorganico. A
etapa de adenilacdo envolve um deslocamento do tipo associativo, com a inversdo
estereoquimica do fosfato alfa, cujo estado de transicdo € estabilizado por uma arginina
conservada da classe Il e outra especifica em HisRS. Na segunda etapa, a de aminoacilacdo, o
histidil-adenilato sofre uma ataque da hidroxila da extremidade 3’ do tRNA (GUTH et al., 2009).
As reacdes de cada etapa dependem da presenca de fons Mg®*, na razdo 3:1 Mg®*:ATP, para a
adenilagéo, e 2:1 na aminoacilagdo (HU et al., 2018; FRANCKLYN e ARNEZ, 2005).

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Superexpressar, purificar, cristalizar a enzima Histidil-tRNA Sintetase de Ehrlichia chaffeensis
(EhHisRS);

- Realizar ensaios para medicdo da atividade enzimatica de EhHisRS;

- Determinar a temperatura de desnaturacdo térmica da EhHisRS livre e em complexo com o0s
substratos histidina ou ATP;

- Cristalizar a EhHisRS;
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- Coletar dados de difragdo de Raios X dos cristais das referidas enzimas;

- Refinar a estrutura obtida a partir dos padrdes de difracdo coletados.

3.3 MATERIAIS E METODOS

3.3.1 Escolha e obtencédo do gene da Histidil-tRNA Sintetase de Ehrlichia chaffeensis

A escolha do gene da Histidil-tRNA Sintetase de Ehrlichia chaffeensis (EhHisRS) foi
realizada como descrito no item 1.4.1. Este gene foi enviado subclonado no vetor de expressao

AVA0421, que tem resisténcia a ampicilina.

3.3.2 Métodos Gerais para Recuperagdo de Plasmideos, Bactérias, Superexpressdo, Purificacdo
da Proteina

3.3.2.1 Recuperacao do plasmideo

Apbs recebimento do vetor de expressdo do Seattle Structural Genomics Center for
Infectious Disease (SSGCID), ele foi recuperado, aplicando-se o procedimento descrito no item
1.4.2.2, e utilizando-se para transformacdo de bactérias E. coli Rosetta(DE3)pLysS

quimiocompetentes conforme descrito no item 1.4.2.3.

3.3.2.2 Superexpressao e purificacdo

A superexpressdo e as purificagdes da EhHisRS foram realizadas de acordo com o
protocolo delineado no item 1.4.2.4.

3.3.3 Espalhamento Dinamico de Luz e Nanofluorimetria Diferencial de Varredura

Seguiram-se as etapas mencionadas no item 1.4.4 para obtencdo dos dados de
Espalhamento Dinamico de Luz (DLS) e Nanofluorimetria Diferencial de Varredura (NanoDSF).
Especificamente para EhHisRS ndo foi realizada cromatografia de troca idnica como etapa

intermediaria de purificag&o.
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3.3.4 Procedimentos Computacionais

3.3.4.1 Modelagem por homologia e anélise da estrutura modelada da Histidil-tRNA Sintetase de
Ehrlichia chaffeensis

A estrutura da Histidil-tRNA Sintetase de Ehrlichia chaffeensis foi modelada

teoricamente por modelagem por homologia conforme descrito anteriormente no item 2.3.5.1.

3.4 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.4.1 Expressdo e Purificagdo da Histidil-tRNA Sintetase de Ehrlichia chaffeensis

Realizou-se um teste de expressdo da enzima Histidil-tRNA Sintetase de Ehrlichia
chaffeensis (EhHisRS) para uma colbnia. A Figura 29 mostra o resultado da eletroforese (o gel
SDS-PAGE) apenas para o teste realizado a 30 °C desta enzima, porque a 37 °C o perfil de
expressao foi essencialmente 0 mesmo. EhHisRS apresenta uma massa tedrica, de acordo com o
servidor ProtParam, de 49,63 kDa, portanto, de acordo com a presenca de uma banda intensa no
gel em uma posicdo abaixo daquela do marcador de massa molecular de 55,8 kDa. No entanto,
ndo houve expressdo em grande quantidade na fracdo soltvel. O gene da EhHisRS foi inserido
num plasmideo AVAOQ421. Este vetor possibilita a obtencdo da proteina de interesse fusionada a
cauda de histidinas com um peptideo intermediario de reconhecimento para a protease 3C de
rinovirus humano (ALEXANDROV et al., 2004), portanto, pode-se realizar a clivagem/remogéo
enzimatica da cauda no caso de que esta sequéncia N-terminal extra prejudique a solubilidade.
Este procedimento ndo foi adotado, no entanto, devido a indisponibilidade da protease 3C a

época em que a EhHisRS foi produzida.
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Figura 29. Resultado de eletroforese em gel de poliacrilamida realizado para o teste confirmacdo de expressdo da
Histidil-tRNA Sintetase de Ehrlichia chaffeensis.

Legenda: Gel SDS-PAGE 12% dos testes de expressdo a 30 °C para EhHisRS. As raias se referem a: MM, marcador
de massa molecular — kDa (A: 66,5; B: 55,8; C: 29,0); demais amostras, T — lisado bacteriano total, S — fracéo
soltvel, | — fragéo insolvel.

Fonte: O autor.

Devido ao baixo rendimento de producdo de proteina solivel, o que inviabilizava a
execucdo de ensaios de cristalizacdo, e ante a boa perspectiva de cristalizacdo da RtMetRS,
decidiu-se priorizar o trabalho com esta Ultima e produzir EhHisRS apenas para DLS e
nanoDSF. Neste caso, a producdo foi realizada a temperatura de 20 °C, sob a hipdtese de que

isso melhoraria o rendimento da EhHisRS soluvel.

3.4.2 Espalhamento Dinamico de Luz (DLS) e Nanofluorimetria Diferencial de Varredura
(NanoDSF)

O lote de EhHisRS destinado a caracterizacdo por DLS e nanoDSF foi purificado por
cromatografia de afinidade (IMAC) e exclusdo por tamanho (SEC) sem que uma etapa
intermediaria de cromatografia de troca ibnica fosse realizada, isso porque a necessidade de se
reduzir a concentracdo de sal no tampdo poderia provocar precipitacdo da EhHisRS. Os

cromatogramas das duas etapas e os respectivos géis SDS-PAGE estdo mostrados na Figura 30.
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Figura 30. Purificacdo da Histidil-tRNA Sintetase de Ehrlichia chaffeensis utilizada nos ensaios de DLS e nanoDSF.
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Legenda: (A) A esquerda, cromatograma de afinidade da purificacdo por IMAC, a direita, o gel SDS-PAGE 12%
correspondente. A EhHisRS eluiu nas frages do pico 3. As impurezas destacadas com retangulo azul e aquelas
abaixo das bandas da EhHisRS foram quase totalmente eliminadas possivelmente por retengdo na membrana do
concentrador como pode ser observado no gel em B. As raias correspondem a: S — fracdo sollvel total clarificada, |
— fragdo insolavel ap6s clarificacdo, demais fracdes da eluicdo dos picos da IMAC. (B) A esquerda, cromatograma
de exclusdo por tamanho e, a direita, o respectivo gel SDS-PAGE 12%. A EhHisRS eluiu nas fracbes do pico 2. As
raias correspondem as fragdes (0,5 mL) eluidas nos volumes de 12-14 mL. Em A e B, MM representa 0 marcador de
massa molecular — kDa (A: 66,5; B: 55,8; C: 37,5 e D: 29,0). A absorbancia em todos os casos foi monitorada em
280 nm.

Fonte: O autor.

O grau de homogeneidade e temperatura de desnaturacdo térmica da EhHisRS foram
avaliados por DLS e NanoDSF (Figura 31 e Figura 32, respectivamente) da fracdo eluida em 13
mL na SEC. A curva de distribui¢do de intensidades no DLS apresenta um pico principal nas trés
condicBes analisadas, além disso, os valores de PDI (Tabela 12) indicam que EhHisRS se
manteve monodispersa em solucdo. O raio hidrodinamico associado ao pico principal calculado a
partir dos dados de DLS (Tabela 12) mostrou que houve reducdo do tamanho da EhHisRS
complexada com os substratos em relagdo a forma apo, com o decréscimo mais pronunciado no

caso do complexo com L-histidina.
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Figura 31. Curvas de DLS medidas para amostras purificadas da Histidil-tRNA Sintetase de Ehrlichia chaffeensis.
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Legenda: Em (A), (B) e (C) sdo apresentadas as curvas de DLS para as amostras de EhHisRS na forma apo, em
complexo com L-histidina ou ATP, respectivamente. Em todos os casos a concentragdo da EhHisRS foi 0,4 mg mL™
(8,0 umol L™) e de cada substrato foi 10 mmol L™. As linhas verticais pontilhadas indicam o raio hidrodinamico
estimado pelo promagrama de tratamento de dados para um determinado pico.

Fonte: O autor.
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Assim como realizado para RtMetRS e AbGAPDH, amostras da EhHisRS foram
analisadas por nanoDSF para caracterizacdo da temperatura de desnaturacdo térmica (Figura 32).
As T, para as formas apo e em complexo com L-histidina ou ATP sdo resumidas na Tabela 12 e
demonstram o efeito estabilizante que os substratos conferem & estrutura da EhHisRS,
considerando-se o aumento de aproximadamente 11 °C da temperatura de desnaturacdo. Estas
observacdes estdo de acordo com a tendéncia encontrada em estudos de desnaturacdo térmica de
HisRS de outros organismos, ou seja, também se observou estabilizacdo estrutural na presenca
dos substratos. Para as HisRS humana e de E. coli as T, das formas apo, HisRS:His e
HisRS:ATP  sdo  51,7+0,4/53,4+1,1, 58,8+0,4/57,2+1,1 e 53,8+0,2/55,8+0,5 °C
(HsHisRS/EcHIisRS), respectivamente (ABBOTT et al., 2017a; ABBOTT et al., 2017b), todas
maiores que os valores correspondentes da EhHisRS. Para HisRS de T. cruzi, T. brucei e L.
naiffi, os dados disponiveis dizem respeito as diferencas da Ty, nos estados complexados e apo,
ATn (para T. brucei é possivel inferir a partir das curvas de fluorescéncia mostradas para as
formas apo e TbHisRS:His que as T, seriam ~47 e ~53 °C, respectivamente, ThHisRS:ATP
praticamente ndo apresentou diferenca em relacdo a forma apo) (MERRITT et al., 2010). A
ligacdo da histidina nas HisRS desses tripanossomatideos induz maior estabilidade, enquanto o
ATP néo o faz, exceto quando adicionado juntamente com histidina. A partir da comparacao dos
valores de ATn, pode-se dizer que a associagdo com os substratos parece ter um impacto mais
significativo em EhHisRS (AT, maior) no aumento de estabilidade térmica do que o observado
para as correspondentes humana e dos tripanossomatideos. Além disso, no caso de EhHisRS, o
ATP parece ter efeito estabilizante semelhante ao provocado pela histidina, situacdo diferente
para as enzimas humana (AT, de 2 °C) e dos tripanossomatideos (ATn~0). Esta observagdo
poderia ter origem em alguma diferenca na composicao do sitio de ligacdo do ATP ou nas suas

proximidades, como sera discutido na proxima secao.



97

Figura 32. NanoDSF da Histidil-tRNA Sintetase de Ehrlichia chaffeensis.
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Legenda: Em (A), (B) e (C) sdo apresentadas as curvas de desnaturagdo térmica, obtidas por NanoDSF, das amostras
de EhHisRS na forma apo, em complexo com L-histidina e com ATP, respectivamente. Para cada caso, duas curvas
sdo mostradas, uma para cada tipo de propriedade monitorada; acima, razdo das fluorescéncias registradas em 350
nm e 330 nm, no centro, turbidez, abaixo, raio cumulante. Em todos os casos a concentragdo da EhHisRS foi 0,4 mg
mL™ e de cada substrato foi 10 mmol L™. As linhas pontilhadas verticais indicam o ponto de inflexio de uma
determinada curva e corresponde ao valor de temperatura de desnaturacgdo, T, estimado pelo programa de analise de
dados para a propriedade em questéo.

Fonte: O autor.

Tabela 12. Parametros hidrodinamicos e temperatura de desnaturagdo térmica da histidil-tRNA sintetase de Ehrli-
chia chaffeensis.

Tm (°C)
Rn (nm) c PDI
RFN/Turbidez
EhHisRS 5,44 0,03 0,14 0,01 41,74/56,99  0,32/0,02
EhHisRS:His 5,2 0,2 0,13 0,02 52,94/57,07  0,51/0,05
EhHisRS:ATP 5,28 0,05 0,12 0,01 52,84/56,97 0,35/0,04

Legenda: Pardmetros hidrodindmicos e temperatura de deshaturagcdo determinados por DLS e nanoDSF para
EhHisRS apo e dos complexos com histidina ou ATP. RFN: Razdo de fluorescéncia em 350 nm e 330 nm
normalizada. O desvio padrdo de cada uma das propriedades medidas é indicado pelo simbolo .

Fonte: O autor.

Nota-se também dos valores na tabela e das curvas da Figura 32 que a proteina sofre
agregacao em temperaturas ligeiramente maiores que as respectivas Tn, 0 que pode ser indicativo
de que a desnaturacdo térmica seja o precursor da agregacao, diferentemente do que ocorreu com
RtMetRS e AbGAPDH.
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3.4.3 Modelagem por Homologia da Estrutura da Histidil-tRNA Sintetase de Ehrlichia
chaffeensis

Devido a solubilidade reduzida da EhHisRS néo foram realizados ensaios de cristalizacdo
e ante o fato de que ndo se dispGe de modelo estrutural experimental dessa proteina (apenas o
modelo teérico produzido por AlphaFold (JUMPER et al., 2021), acessivel pelo site da base de
dados Uniprot, sob o codigo de acesso Q2GHH1 - UNIPROT CONSORTIUM, 2023), decidiu-se
realizar a modelagem comparativa de sua estrutura tridimensional.

O procedimento de modelagem foi executado tendo em vista a hipotese levantada na
secdo 3.4.2 a respeito de uma razdo estrutural e/ou composicional relacionada ao sitio de ligacao
dos substratos que pudesse ser usada como racionalizacdo para justificar qualitativamente os
resultados de nanoDSF obtidos para EhHisRS. Assim, foram escolhidas as homdélogas de
Trypanosoma cruzi (PDBs 3HRK complexo TcHisRS:metioniladenilato), Burkholderia
thailandensis (PDB 4E51, BtHisRS:His) e Homo sapiens (PDB 4PHC, HsHisRS:His) por
representarem diferentes estados conformacionais de HisRS. O alinhamento de sequéncias com

base em estrutura tridimensional utilizado para modelagem é mostrado na Figura 33.

Figura 33. Alinhamento de sequéncias utilizado na modelagem por homologia da estrutura tridimensional da histi-
dil-tRNA sintetase de Ehrlichia chaffeensis.
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TcHisRS KVLETVVEQ ANIL EPTVVMIDAITTTLSLK. . .. .. .... SIDE 275
235 240 260 270 280 285
EhHisRS SNDFFAEVLY[EILDE[NC 4V N LGAQ. .... ... NEWAEX<X] 285
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Legenda: Alinhamento produzido para a modelagem por homologia. Os codigos BtHisRS, HsHisRS e TcHisRS se
referem as HisRS de B. thailandensis, H. sapiens e T. cruzi, respectivamente. A coloragdo do fundo do alinhamento
foi realizada de acordo com Alscript Calcons (BARTON, 1993).

Fonte: O autor.
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O modelo gerado foi validado com MOLPROBITY, que indicou devios geométricos de
alguns residuos, entdo, utilizou-se o programa phenix.model_idealization com o intuito de
corrigir estes desvios tanto quanto possivel. O modelo corrigido foi novamente avaliado com
MOLPROBITY e PROCHECK. Tomando-se as regides mais favoravel e permitida do grafico de
Ramachandran (Figura 34) somadas, 99,02% dos residuos que compdem o mondmero da
EhHisRS estdo dentro da distribuicdo esperada de angulos ¢ e v ¢ somente 0,98% sao

desviantes.

Figura 34. Gréfico de Ramachandran gerado pra o modelo do monémero da histidil-tRNA sintetase de Ehrlichia
chaffeensis.
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Legenda: Grafico de Ramachandran da histidil-tRNA sintetase de Ehrlichia chaffeensis. A avaliacdo com
MOLPROBITY indicou em 90,02% os residuos que estdo em regides favoraveis, 9,00% em regifes permitidas e
0,98% em regides proibidas.

Fonte: O autor.

Koh et al., (2014), ao analisarem a estrutura de HsHisRS, propbem que a maior
estabilidade estrutural conferida pela ligacdo da L-histidina quando comparada & estabilidade da
TcHisRS seja oriunda do maior nimero de ligagdes de hidrogénio entre a proteina e o substrato.
O modelo de EhHisRS com L-histidina no sitio ativo mostra o0 mesmo padrdo de ligacdes de
hidrogénio da HsHisRS. Além do aminoacido, também foram modeladas duas moléculas de
agua proximas a ele, e uma delas possibilita uma melhor ancoragem desse substrato via ligagcdes
de hidrogénio envolvendo o grupo amino e os residuos N128 (indiretamente via ND2 e uma

molécula de agua), E84, F85 (indiretamente via N e uma molécula de agua), T86 e Y262. A
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carboxila da histidina é mantida na sua posi¢do por interagdes diretas com Q126, R112 e R258.
Por fim, o residuo Y263 e E130 fazem uma ligacéo de hidrogénio com o atomo ND1 e ND2 da
histidina, respectivamente. Se esta rede de contatos observada no modelo de fato se estabelece
em EhHisRS, ela poderia ser tomada como um fator de estabilizag&o estrutural desta enzima e,
mesmo que parcialmente, justificar o ATy, obtido por nanoDSF. O mondmero modelado por
homologia da EhHisRS no qual sdo ilustradas as interacGes descritas acima é mostrado na Figura
35, juntamente com a rede de interacOes realizadas entre EhHisRS e a metionina, além do
modelo do dimero obtido por sobreposi¢do do modelo monomérico da EhHisRS aos monémeros
de BtHisRS (PDB 4E51).
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Figura 35. Modelos construidos do monémero e do dimero da histidil-tRNA sintetase de Ehrlichia chaffeensis.

C

Legenda: Modelo por homologia da histidil-tRNA sintetase de Ehrlichia chaffeensis. (A) Monémero com a divisdo
em dominios da EhHisRS: em vermelho, motivo 1; em ciano, motivo 2; em verde, HisA; em cinza escuro, HisB; em
roxo, insergdo entre os motivos 2 e 3; em azul, motivo 3; em amarelo, dominio de ligagdo ao anticédon. (B)
Interacdes da EhHisRS realizadas com o substrato histidina (modelo de bastdes no centro do sitio e colorida em
laranja) diretamente pelas cadeias laterais de aminoacidos ou indiretamente via moléculas de agua (esferas
vermelhas). (C) Modelo representativo do dimero da EhHisRS. Cada monémero apresenta o substrato histidina em
modelo de bastdes, bem como os residuos interagentes como em A.

Fonte: O autor.

A partir das sobreposic¢des e alinhamento, também pode-se esperar que o grande nimero
de residuos de arginina e lisina (principalmente K201, K202, R128, K18, R16, R210 K131 e
R125) da EhHisRS contribuam para o potencial eletrostatico positivo da regido de entrada do

sitio ativo e suas proximidades. De fato, o calculo do mapa de potencial eletrostatico para o
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modelo gerado da EhHIisRS, na conformacgdo que seria correspondente ao complexo com L-
histidina, e as homdlogas citadas (Figura 36) mostrou que a superficie da referida regido

apresenta a seguinte ordem de potencial positivo: EhHisRS > HsHisRS > TcHisRS.

Figura 36. Superficie de potencial eletrostatico da histidil-tRNA sintetase de Ehrlichia chaffeensis e suas homolo-
gas.

Legenda: (A), (B) e (C) representam as superficies de potencial eletrostatico calculados com APBS (JURRUS et al.,
2018) para as estruturas dos dimeros de EhHisRS, HsHisRS (PDB 4PHC) e TcHisRS (PDB 3HRK),
respectivamente. Regifes demarcadas com os circulos amarelos correspondem & entrada do sitio catalitico. A cor
azul denota potencial eletrostatico positivo (maximo de +3 kT/e) e a cor vermelha, potencial negativo (minimo de -3
kT/e).

Fonte: O autor.

Esta mesma relacdo das superficies de potencial eletrostatico também é verdadeira para o
modelo gerado da conformacdo no estado apo. Esta ordem demostra uma correlacdo positiva
com a tendéncia observada na estabilidade térmica destas HisRSs causada pela ligacdo ao ATP.
A hipétese que se formula aqui € a de que o maior potencial positivo do sitio ativo da EhHisRS
propicie a ligacdo de uma molécula de ATP com maior for¢ca comparativamente as duas

homologas eucaridticas.

3.5 CONCLUSOES

A expressdo da enzima histidil-tRNA sintetase de Ehrlichia chaffeensis (EhHisRS) foi
bem sucedida e com alto rendimento, entretanto, ela se concentra majoritariamente na fracéo
insoluvel e a quantidade soltvel foi considerada insuficiente para a realizacdo de ensaios de
cristalizacdo. Nao obstante, a fracdo soltvel foi purificada cromatograficamente com alto grau de
pureza.

EhHisRS foi analisada por DLS e NanoDSF nas suas formas apo e em complexo com os
substrato histidina ou ATP. As curvas de DLS, bem com os valores de PDI das amostras obtidas

nos trés casos, mostraram que a enzima se mantém em solucdo de maneira monodispersa. Os
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valores de T, obtidos para cada estado sdo menores quando comparadas com algumas
homologas, no entanto, indicam que os complexos com histidina ou ATP estabilizam
termicamente a EhHisRS na mesma intensidade, dado que a Tm deles € aproximadamente 11 °C
maior que a da forma apo. Isto difere das homdlogas (nas quais 0 ATP ndo tem um impacto tdo
grande no ATm) e motivou a busca por explicagdo por meio de modelagem por homologia. A
avaliacdo da superficie de potencial eletrostatico do modelo indicou que o elevado potencial
positivo conferido por alguns residuos de arginina e lisina nas proximidades do sitio de ligacéo
de ATP é maior em EhHisRS do que nas homdlogas, assim, talvez contribua para maior
afinidade a este substrato.
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CAPITULO 4 - AVALIAC;AO DO EFEITO DA MUTAQAO L53Q NA RECOMBINASE
A DE Herbaspirillum seropedicae POR DINAMICA MOLECULAR

4.1 INTRODUCAO

4.1.1 Recombinase A de Herbaspirillum seropedicae (HsRecA)

A proteina RecA (Recombinase A) é integrante do sistema de reparo de DNA em muitos
organismos. Ela é responsavel por realizar a reacao de troca entre moléculas de DNA de apenas
uma fita e outra contendo fitas complementares, denominadas SSDNA e dsDNA,
respectivamente. A recombinacdo génica mediada pela RecA é de extrema importancia em
situacbes como o reparo recombinacional nos ramos de replicacdo. Quando estes ramos
estagnam ou colapsam em uma regido do DNA com dano ou mesmo quando o dano é
sobrepujado, 0 processo recombinatdrio é requerido para que a replicagdo possa continuar. Além
disso, a recombinacdo possui fungdes importantes que incluem a conjugacdo em bactérias e a
recombinacdo meidtica em eucariotos (KOWALCZYKOWSKI et al., 1994; COX, 2007).

A estrutura tridimensional da recombinase A de varios organismos é conhecida a partir de
estudos por cristalografia de difracdo de raios X, como Escherichia coli (codigo PDB: 2REC)
(YU; EGELMAN, 1997), Mycobacterium smegmatis (cédigo PDB: 1UBC) (DATTA et al.,
2003), Mycobacterium tuberculosis (codigo PDB: 40QF) (CHANDRAN et al.,, 2015),
Thermotoga maritima (codigo PDB: 3HR8) (LEE et al., 2009), Deinococcus radiodurans
(cédigo PDB: 1XP8) (RAJAN; BELL, 2004), Thermococcus kodakarensis (codigo PDB: 2CVF),
Methanocaldococcus jannaschii (codigo PDB: 4WIA) (MESHCHERYAKOV; WOLF, 2016),
Herbaspirilum seropedicae (cddigo PDB: 5JRJ) (LEITE et al., 2016), apenas para citar algumas.
Entretanto, estas estruturas ndo apresentam moléculas de DNA, devido a dificuldades inerentes a
cristalizacdo do complexo, o que por sua vez leva a modelos nos quais importantes regides do
tipo loop ndo podem ser modeladas na densidade eletrénica devido a desordem.

A proteina RecA apresenta trés dominios por monémero: um motivo N-terminal do tipo
a-p (importante na formagao do polimero), um dominio central do tipo o/f3 ATPase, responsavel
pelos contatos com o substrato e onde esta localizado o loop Walker-A (envolvido com a ligagao
de ATP — em Escherichia coli, corresponde aos residuos 66-G/AxxxxGKT/S-73, onde X
representa qualquer aminoacido), e um dominio C-terminal que pode estar envolvido em
interacdes iniciais com dsDNA (STORY; WEBER; STEITZ, 1992; XING; BELL, 2004;
SARASTE; SIBBALD; WITTINGHOFER, 1990). Convém destacar uma regido importante para

que a enzima RecA adote a conformacéo ativa, denominada MAW (Makes ATP Work), a qual
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compreende 0s residuos 42-TGSXXLDXALxXGGLxxGXIVEIY-65 em E. coli (CHEN; YANG;
PAVLETICH, 2008).

Utilizando construcbes entre monémeros covalentemente ligados de RecA de E. coli
(EcRecA — cddigos PDB: 3CMU, 3CMT, 3CMV, 3CMW), Chen; Yang e Pavletich (2008)
conseguiram cristalizar o complexo RecA-ssDNA/dsDNA. A partir deste estudo foi possivel
identificar a maneira como 0s nucleotideos interagem com os loops (denominados L1 e L2)
presentes no interior do filamento nucleoproteico. Além das interacGes diretas com o DNA, 0s
autores confirmaram a presenca de moléculas de ADP-AIF4 - andlogo ndo hidrolisavel do ATP
capaz de induzir um estado de alta afinidade por DNA (KOWALCZYKOWSKI; KRUPP, 1995)
- na interface inter monémeros e mostraram a importancia dos aminoacidos envolvidos nas
interagBes com este composto em cada mondmero. A ligacdo de sSDNA e ATP a interface ocorre
de forma cooperativa, razdo pela qual o DNA é dependente da ligacdo de ATP.

Leite et al. (2016) descreveram a caracterizacdo funcional e estrutural da RecA de
Herbaspirillum seropedicae SmR1 (HsRecA) — uma bactéria endofitica capaz de realizar fixacdo
de nitrogénio em condigdes limitantes de amonia e oxigénio. A enzima HsRecA foi cristalizada
na auséncia de DNA, que rendeu aos autores um modelo estrutural contendo ADP/ATP no sitio
ativo, entretanto, sem prover condi¢des para construir neste modelo as regides dos residuos 164-
175 e 201-218, responsaveis pela interacdo com moléculas de DNA. A reconstrucdo do
hexamero por meio da aplicacdo das operacdes cristalograficas (referentes ao grupo de espaco
P6;), correspondente a uma volta do filamento proteico ao redor de seu eixo, mostra que a
HsRecA encontra-se em um estado considerado como inativo (LEITE et al., 2016). Dados até
entdo ndo publicados concernentes a mutacdo no residuo de leucina 53 por glutamina (L53Q)
evidenciaram a completa perda de atividade hidrolitica de ATP. Além disso, sabe-se que a
mutacdo G66A de EcRecA (G72 em HsRecA) pertencente ao loop altamente conservado,
conhecido com Walker-A, também acarreta perda de atividade pela enzima (LOGAN; KNIGHT,
1993).

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Modelar o complexo hexamérico HsRecA-dsDNA-ATP-Mg?*;

- Simular os complexos com a proteina nativa e a mutante L53Q.
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4.3 MATERIAIS E METODOS

4.3.1 Dindmica Molecular da Recombinase A de Herbaspirillum seropedicae (HsRecA)

4.3.1.1 Reconstrucdo dos loops ndo modelados na estrutura cristalogréfica da HsRecA

Inicialmente, modelaram-se computacionalmente os loops que ndo modelados a partir do
refinamento do modelo cristalografico devido a falta de densidade eletronica. Para isso, foi
realizada modelagem por homologia utilizando-se o programa MODELLER (SALI;
BLUNDELL, 1993) e, como moldes, as estruturas de EcRecA, cujos codigos de depdsito no
PDB sdo 3CMT e 3CMU (desta ultima, apenas um monémero dos 6 monémeros fusionados foi
utilizado). Foram gerados 100 modelos e, dentre eles, aquele de menor energia foi escolhido com
base no resultado da pontuacio DOPE (Discrete Optimized Protein Energy) (SHEN e SALI,
2006).

Posteriormente, a estrutura experimental de HsRecA foi sobreposta ao modelo gerado na
etapa anterior e as regides com residuos faltantes foram completadas manualmente, fazendo-se
com que as posicOes atbmicas das cadeias principal e lateral de cada aminoéacido coincidissem

com aqguelas do modelo por homologia.

4.3.1.2 Dindmica molecular

Para a realizacdo da simulagcdo por Dindmica Molecular, 0 modelo de um mondmero da
HsRecA gerado como descrito no item anterior foi utilizado para reconstruir um segmento do
filamento proteico hexamérico, no qual cada cadeia polipeptidica interagia com uma molécula de
ATP e um fon Mg®" (cofator). Em seguida, uma molécula de sSDNA de composicio
d(TsC3AC,T,) foi adicionada ao segmento, a fim de reproduzir a conformacéo do estado ativo da
HsRecA. Integrou-se a este complexo um modelo explicito de solvente - dgua, do tipo TIP3P
(JORGENSEN et al., 1983) - de forma a manter uma distancia minima de 11 A das bordas do
volume do sistema. A adicdo destas moléculas de solvente e dos contra-ions (Na') para
neutralizacdo foi realizada com o programa Leap (SCHAFMEISTER; ROSS; ROMANOVSKI,
1995), integrante do pacote computacional Amber/AmberTools (CASE et al., 2017), do qual
todos os demais programas para realizacdo e analise das dindmicas fazem parte, somado ao
programa externo MD-Task (BROWN et al., 2017).

A simulagdo foi conduzida utilizando-se o programa PMEMD e compreendeu as

seguintes etapas: 1) duas minimizagdes do modelo (uma com restri¢des posicionais fortes sobre
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todos os &tomos exceto aqueles do solvente e outra na qual todo o sistema foi minimizado); ii)
aquecimento do sistema por 50 ps até a temperatura final de 300 K, utilizando restri¢des fracas;
iii) uma dindmica rapida por 50 ps; iv) uma dindmica a pressdo constante por 60 ps; e V)
producdo da simulagdo representativa a 300 K. Este procedimento foi empregado para a
simulacdo da HsRecA selvagem e mutante L53Q. Em ambos os casos foram realizadas
simulacdes em triplicata. Os parametros necessarios foram obtidos dos campos de forca ff14SB
(MAIER et al., 2015) e OL15 (CHEATHAM; CASE, 2013) para proteina e DNA,
respectivamente; de arquivos de modificacdo do proprio pacote Amber/AmberTools (LI; SONG;
MERZ, 2015) para ions Mg?* e da base de dados R.E.DD.B (DUPRADEAU et al., 2008) para 0
ATP.

4.3.2 Redes de Contatos Dinamicos de Aminodacidos

Com o objetivo de entender as possiveis diferencas na dindmica da estrutura do complexo
HsRecA nas trajetorias resultantes das simulacdes das formas nativa e mutante, foram analisadas
redes de interacfes dindmicas entre os aminoacidos. Para esta finalidade, utilizou-se o programa
MD-TASK (BROWN et al., 2017). O procedimento consistiu em selecionar cada um dos seis
mondémeros do complexo em cada trajetoria para os Gltimos 10 ns em cada caso. A decisdo por
ndo aplicar o procedimento a trajetéria completa fundamenta-se no fato de que, neste caso, as
variacdes conformacionais no inicio da simulacdo poderiam introduzir artefatos na interpretacéo,
uma vez que ainda ndo ha estabilidade conformacional suficiente. Foram usados os critérios
padrGes do programa para a construcdo da rede de contatos entre os aminoacidos, a saber: (i)
considera-se apenas a trajetdria reduzida, isto €, contendo apenas carbonos alpha e beta de cada
residuo e (ii) a distancia de corte para se considerar uma interacdo entre dois residuos de 7 A.
Especificamente, foi realizado o calculo da diferenga dos caminhos médios mais curtos,
denominada AL, para cada ponto da rede de aminodcidos que a estrutura tridimensional da
modelo simulado representa. Os valores de AL foram computados com o primeiro frame de cada
trajetoria estabelecido como o frame de referéncia. Em seguida, os valores de AL foram tomados
como a média entre os valores obtidos para cada replicata. O caminho mais curto médio para um
dado residuo é determinado através do calculo de todos os caminhos mais curtos até o referido

residuo e dividindo-se o valor pelo nimero de caminhos (BROWN et al., 2017).
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4.4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.4.1 Dindmica Molecular da Recombinase A de Herbaspirillum seropedicae

4.4.1.1 Mutacdo L53Q

O modelo do complexo HsRecA-ATP-dsDNA construido para realizar a simulacdo é
mostrado na Figura 37. Neste caso especifico, a composic¢ao corresponde a proteina tipo selva-
gem e o posicionamento relativo de cada monémero no hexamero € aquele tipicamente observa-

do para o estado estendido (ativo) do filamento nucleoprotéico.

Figura 37. Modelo completo para o hexamero da Recombinase A de Herbaspirillum seropedicae complexado com
dsDNA, ATP e Mg?* utilizado na dinamica molecular.

)

Legenda: Hexamero modelado de Recombinase A de Herbaspirillum seropedicae (mostrado em fita, uma cor dife-
rente para cada mondmero) contendo dsDNA (mostrado como bastfes em laranja e roxo), ATP (bastdes em verme-
Iho) e fons magnésio (esferas vermelhas). Especificamente para esta figura, 0 modelo de composi¢do nativa da
HsRecA foi utilizado.

Fonte: O autor.

Com a finalidade de verificar se a simulacdo atingiu estabilidade no decorrer da trajetoria,
foram calculados os desvios quadraticos médios (RMSD) das coordenadas cartesianas dos Cas,
tomando-se como referéncia a estrutura inicial em cada caso. A Figura 38A traz o grafico da

comparacdo de RMSD entre HsRecA selvagem e L53Q (cada uma das curvas representa uma
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promediacdo dos valores de RMSD para cada mondmero e para todas as replicatas). Como se
pode observar, a simulagdo parece atingir estabilidade a partir de 18 ns e a proximidade dos valo-
res de RMSD indica que ambas HsRecA mutante e selvagem tém um comportamento global
semelhante. A computacédo das flutuacdes dos desvios quadraticos médios (RMSF), Figura 35B,
seguindo critérios de promediacdo semelhantes aos usados para RMSD, corroboram a concep-
cao/hipotese de que a mutagdo L53Q na regido MAW ndo implica em grandes alteragdes con-
formacionais que pudessem, por exemplo, comprometer a organizacdo de estruturas secundaria e

terciaria.

Figura 38. Resultado do calculo do desvio quadréatico médio das coordenadas atbmicas (RMSD) e de flutuagdes
quadraticas médias (RMSF) para as trajetdrias do complexo nucleoproteico HsRecA-DNA selvagem e mutante
L53Q.
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Legenda: (A) Desvios quadraticos médios (RMSD). (B) FlutuagBes de desvios quadraticos médios (RMSF). As
curvas em vermelho e preto sdo correspondentes aos dados das estruturas mutante e selvagem, respectivamente.
Fonte: O autor.

Outro indicio de que a mutacdo ndo afeta drasticamente a conformagdo global assumida
pela proteina vem do célculo do mapa de correlacdo dos residuos intracadeia (promediados por
monodmero e por replicata) para ambas as estruturas selvagem e mutante (Figura 39A e Figura
39B, respectivamente). Observam-se apenas variagdes pequenas nas intensidades dos valores de
correlag@o ao se comparar 0os mapas das duas estruturas. Ao se considerar uma situacéo na qual a
mutacdo causaria grandes impactos estruturais, esperar-se-iam diferencas marcantes nos valores

de correlacéo.
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Figura 39. Correlagdo de movimento atdmico nas estruturas nativa e mutante da Recombinase A de Herbaspirillum
seropedicae.
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Legenda: Mapas de coeficientes de correlagdo para a Recombinase A de Herbaspirillum seropedicae selvagem e (B)
mutante. As areas destacadas com retangulos amarelos e verdes correspondem a aumentos e reducdes nos valores de
correlacdo, respectivamente, do movimento atdmico. As areas em azul denotam correlagdo positiva, enquanto as
regifes em vermelho denotam anticorrelacdo de movimento atémico.

Fonte: O autor.
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Algumas diferengas na correlagcdo dos movimentos de residuos 30-40 (envolvendo o mo-
tivo MAW) foram detectadas e destacadas com retangulos verdes, nomeados de A a E. Além
disso, os residuos E73-T78, envolvidos em contatos com ATP, os residuos que fazem parte do
sitio de ligacdo ao DNA, os residuos F209 e G166 que participam do loop L2 (retangulo F) e
loop L1 (retdngulo G) também foram destacados. H& ainda outra caracteristica digna de nota: o
aparente inicio de diferenciacdo nos valores de correlagdo dindmica na regido que abarca resi-
duos dos intervalos 40-70 e 230-250 (retdngulos amarelos, nomeados com L), 0s quais decres-
cem e mesmo se invertem (passam a apresentar anticorrelagdo). Por outro lado, residuos dos do-
minios central (ATPase) e C-terminal (também destacados em retdngulos amarelos nominados
H, I, J e K) apresentaram variacdes positivas nos valores de correlacdo dinamica.

Observou-se na maior parte do tempo da simulacdo (em média 86,12%) que o atomo NE
(nitrogénio épsilon) do residuo Q53 esta envolvido na formacdo de uma ligagdo de hidrogénio
com o residuo T48 (via OG — oxigénio gama). Esta interacdo (naturalmente inexistente na prote-
ina nativa) poderia ser responsavel, ao menos parcialmente, por reduzir a intensidade de intera-
cao hidrofébica do motivo MAW com o dominio central (Core). O ambiente local do residuo
Q53 é mostrado na Figura 40, na qual também procurou-se destacar a ligacao de hidrogénio (es-
ta, presente também na estrutura selvagem) formada entre os residuos D54 e T48.

Figura 40. Ambiente local do residuo 53 com destaque para as ligagdes de hidrogénio (pontilhados amarelos) for-
madas no motivo MAW apds a mutacao.
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Legenda: Ambiente local do residuo Q53 no motivo MAW com destaque para as interacdes através de ligagdes de
hidrogénio realizadas diretamente com o residuo T48 (inexistente na estrutura selvagem) e, indiretamente, com o
residuo D54 na estrutura da RecA mutante.

Fonte: O autor.

T48
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A importancia de regides hidrofdébicas para a estabilidade de proteinas, seja apds enove-
lamento ou ainda no processo de consolidacdo de suas superestruturas, é bastante discutida na
literatura. Observa-se que mutacdes em dominios hidrofobicos, as quais envolvem substituicdes
por residuos polares, afetam a competéncia catalitica plena de enzimas (LIM et al., 1992;
HARIRINA et al., 2008). Em outros casos, nos quais ndo ha envolvimento de nucleos hidrofdbi-
cos, mesmo mutacgdes conservativas podem alterar a dinamica de uma reacdo catalisada por en-
zima ao introduzirem perturbacdes na comunicacdo alostérica em sua estrutura (DOSHI et al.,
2016). Especificamente em relacdo a RecA de E. coli, ha relatos de que algumas mutagdes po-
dem afetar sua atividade de forma parcial sem que ocorram altera¢fes conformacionais dramati-
cas. Neste caso, a mutacdo G160N ndo compromete a capacidade de hidrolisar ATP e de se ligar
ao substrato DNA, entretanto, incapacita a reacao de troca de fitas. Embora néo exista informa-
cao acerca do real papel do residuo L53 em HsRecA (e nem dos equivalentes em RecA de outros
organismos), a sua substituicdo por um residuo polar como glutamina, na medida que suposta-
mente enfraquece a interacdo hidrofobica com o dominio ATPase central, poderia ser responsa-
vel pela alteracdo na maneira pela qual a sinalizacdo alostérica se estabelece. Esta hipdtese é
concordante com a observacao feita por Doshi et al., 2016, de que a comunicacgéo a longo alcan-
ce dentro de um monémero ocorre principalmente por mediacdo de residuos hidrofébicos.

A fim de detectar alteracbes nos caminhos de comunica¢do dentro dos mondmeros selva-
gem e mutante da HsRecA, foram calculados os caminhos mais curtos de interacdo em redes de
contatos de aminoacidos em cada estrutura. Os resultados dos caminhos mais curtos medios por
residuo para todas as replicatas sdo mostrados na Figura 41. Novamente, pode-se perceber que
ndo ha grandes alteracGes na forma como os residuos transmitem informagfes uns aos outros,
tendo em vista a semelhanca entre as curvas. Para realcar a diferenca existente, foram postas em
gréfico as diferencas médias nos caminhos mais curtos usando como referéncia o frame inicial
de cada porcéo da trajetoria analisada para HsRecA selvagem e mutante. Estas observacoes tal-
vez possam ser tomadas como a razéo pela qual as flutuacées de RMS (Figura 38) ocorrem, isto
é, a estrutura portadora da mutagdo apresenta um ligeiro aumento na flexibilidade global (maior

RMSF médio) devido a maior disperséo dos contatos entre aminoacidos.
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Figura 41. Diferenca média dos caminhos mais curtos de interacdo entre aminoacidos calculada como a média entre
AL de cada replicata da trajetoria para o complexo nucleoproteico HsSRecA-DNA de composicéo selvagem e mutan-
te L53Q.
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Legenda: Diferenca média dos caminhos mais curtos de interagdo entre aminoécidos. — AL — para a HsRecA selva-
gem (linha em preto) e L53Q (linha em vermelho).
Fonte: O autor.

Os resultados aqui reportados foram publicados (LEITE et al., 2019) e a primeira pagina

desta publicacéo foi reproduzida no Apéndice A.

4.5 CONCLUSOES

Os resultados do estudo computacional por dindmica molecular do complexo da
Recombinase A de Herbaspirillum seropedicae com dsDNA (HsRecA-DNA) indicam,
qualitativamente, que a mutacdo L53Q ndo afeta a regido Walker A e, consequentemente, sua
capacidade de se ligar ao ATP. A ligacao de hidrogénio extra no motivo MAW poderia interferir
na capacidade de realizar a reacdo de troca de fitas (que é dependente de hidrolise de ATP) ao
modificar a maneira pela qual a informacdo da presenga do DNA no seu sitio de ligacdo é
repassada a outras regides de um mondmero (e provavelmente com reflexos na comunicacdo
intermonomeérica). Convém destacar que estes resultados foram acrescentados aos resultados

experimentais de colaboradores e ja se encontram publicados (LEITE et al., 2019).
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Abstract

RecA is a multifunctional protein that plays a central role in DNA repair in bacteria. The
structural Make ATP Work motif (MAW) is proposed to control the AT Pase activity of RecA.
In the present work, we report the biochemical activity and structural effects of the L53Q
mutation at the MAW motif of the RecA protein from H. sergpedicae (HsRecA L530). In
vitro studies showed that HsRecA L53Q can bind ADP, ATP, and ssDNA, as does wild-type
RecA. However, the ATPase and DNA-strand exchange activities were completely lost. in
wivostudies showed that the expression of HsRecA L53Q in E. coli recAl does not change
its phenatype when cells were challenged with MMS and UV. Molecular dynamics simula-
tions showed the L530 point mutation did not cause large econformational changes inthe
HsRecA structure. However, there is adifference on dynamical cross-correlation move-
ments of the residues involved in contacts within the ATP binding site and regions that hold
the DNA binding sites. Additionally, a new hydrogen bond, formed between Q53 and T43,
was hypothesized to alow an independent motion of the MAW motif from the hydrophobic
core, what could explain the observed loss of activity of HsRecA L53Q.

1. Introduction

The bacterial RecA protein plays a central role in (1) the repair of stalled replication forks and
double-strand break, (2) general recombination, (3) induction of the 508 response, and (4)
translesion DMNA synthesis [1,2]. Its functions in vive depend upon several key activities identi-
fied in vitro, including the binding of DNA molecules and the hydrolysis of ATP. RecA L1 and
L2 motifs form the DN A binding sites and RecA Walker A and B motifs, the ATP (or other
NTPs) binding and hydrolysis site [ 3,4]. The residues of the Walker A Motif (or P-loop) in the
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