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RESUMO

A Doenca de Chagas é uma das dezessete doencas tropicais negligenciadas de acordo com a
Organizagdo Mundial da Salde. Nas ultimas décadas foram descritas novas vias metabdlicas
deste parasita, 0 que abre perspectivas para o desenvolvimento de medicamentos mais
especificos e menos téxicos, para vias cruciais como alvo. Uma vez identificado o alvo
terapéutico, passa a ser necessaria a caracterizacdo estrutural e bioquimica das enzimas
envolvidas. Especula-se como alvo terapéutico para combater a Doenca de Chagas a enzima
Histidina Amonio Liase, que participa da via catabdlica da histidina. Sendo assim, visando
contribuir com o entendimento estrutural e biogquimico desta, foi realizada a sua producgéo
heter6loga em E. coli. Esta foi purificada por cromatografia de afinidade e utilizada em
diversas técnicas para caracterizagéo inicial. A atividade foi determinada em ensaio cinético, a
estabilidade térmica e as estruturas secundarias foram investigadas por Dicroismo Circular
(CD) e o estado de oligomerizacdo em solucdo foi analisado por Espalhamento Dindmico de
Luz (DLS). A técnica de difracdo de raios X foi empregada para elucidacdo da estrutura
tridimensional. A TcHAL foi expressa e purificada de maneira satisfatéria. A atividade
revelou um adequado enovelamento protéico e o Dicroismo Circular indicou predominancia
de estruturas secundarias hélices-a e inicio da desnaturacdo térmica proximo a 68 °C. A
TcHAL foi cristalizada e forneceu padrées de difracdo suficientes para elucidacdo da estrutura
3D. Os estudos bioquimicos e estruturais avancaram o entendimento desta enzima e das
possibilidades de sua inibicéo.

Palavras-chave: Histidina Amoénio Liase. Trypanosoma cruzi. Ensaio cinético. Estrutura
tridimensional.



ABSTRACT

Chagas disease is one of the seventeen neglected tropical diseases according to the World
Health Organization. In the recent decades, new parasite metabolic pathways were identified,
what brings perspectives for the development of more specific and less toxic drugs, towards
crucial target pathways. Once the therapeutic target is identified, a structural and biochemical
characterization of the enzymes involved becomes necessary. It may be speculated that one
possible therapeutic target to combat Chagas disease is the Histidine Ammonia-Lyase
enzyme, which participates in the catabolic pathway of histidine. Therefore, in order to
contribute to the structural and biochemical understanding of this enzyme, their heterologous
production in E. coli was performed. The product protein was purified by affinity
chromatography and used in various techniques for initial characterization. The activity was
determined by kinect assay, the thermal stability and secondary structure content were
investigated by Circular Dichroism (CD) and the oligomerization stated in solution was
analyzed by Dynamic Light Scattering (DLS). The X ray diffraction technique was used to
elucidate the three dimensional structure. TcHAL was expressed and purified satisfactorily.
The activity proved adequate protein folding and the Circular Dichroism indicated a
predominance of a-helix secondary structure and the start of the thermal denaturation at 68°C.
TcHAL was crystallized and provided suitable diffraction patterns for the 3D structure
elucidation. These biochemical and structural studies advanced the understanding of this
enzyme and of the inhibition potentialities.

Keywords: Histidine Ammonia-Lyase. Trypanosoma cruzi. Kinetic assay. Three dimensional
structure.
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1 INTRODUCAO
1.1 REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1.1 Trypanosoma cruzi e a Doenca de Chagas

A Tripanossomiase americana, também chamada de mal de Chagas ou chaguismo, é
uma infeccdo causada pelo protozoario parasita cinetoplastideo Trypanosoma cruzi
(CHAGAS, 1909). E considerada uma das dezessete doencas tropicais negligenciadas pela
Organizacdo Mundial da Saude (OMS) (OMS, 2011), que tém na pobreza seu pilar de
sustentacdo (OMS, 2002). Estima-se que entre 7 a 8 milhdes de pessoas estdo infectadas em
todo o mundo (OMS, 2013), principalmente nas areas endémicas de 21 paises da América
Latina (OMS, 2010). Esta doencga também apresenta destaque em paises desenvolvidos devido
a migracdo (OMS 2013). De acordo com estimativas da Organizacdo Pan-Americana de
Saude (OPAS) e da OMS, entre 7,7 a 10 milhdes de pessoas estdo cronicamente infectados
com o T. cruzi e 10 a 14 mil mortes séo atribuidas & doenca de Chagas por ano (RASSI JR;
RASSI; MARIN-NETO, 2010). Nos Estados Unidos existem mais de 300 mil pessoas
infectadas, 5,5 mil no Canada, 80 mil na Europa, 3 mil no Japdo e 1,5 mil na Australia
(COURA; VINAS, 2010). No Brasil, estima-se que cerca de 3 milhdes de pessoas estejam
infectadas pelo patdégeno (PETHERICK, 2011).

Essa zoonose é transmitida ao ser humano e outros animais principalmente atraves
das espécies de percevejos hematofagos, sendo o primeiro vetor descoberto foi o
Panstrongylus megistus (CHAGAS, 1909). Além da transmissdo vetorial, outros meios
ocupam um papel importante na disseminagdo da doenca: transmissdo via transfusdo de
sangue e transplantes de érgdos de doadores infectados para receptores saudaveis, transmissao
vertical durante a gravidez ou nascimento, contaminacao atraves de acidentes de laboratorio e
contaminacdo por ingestdo de liquidos ou alimentos (RASSI JR.; RASSI; MARIN-NETO,
2010).

O ciclo bioldgico do T. cruzi ocorre em insetos vetores e em mamiferos hospedeiros
(Figura 1). Ao infectar o inseto vetor, mediante ingestdo de sangue, a maioria dos
tripomastigotas morrem na parte anterior do intestino, mas um pequeno nimero de parasitas
migra para regido do intestino médio e se transforma em epimastigotas (forma replicativa nao
infecciosa). Ao se multiplicarem, os epimastigotas colonizam o trato digestorio, onde se

diferenciam a tripomastigotas metaciclicos. Neste estadgio de desenvolvimento os parasitas
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ndo se dividem e possuem alta capacidade de infectar o hospedeiro mamifero (TYLER;
ENGMAN, 2001). Durante o repasto de sangue, o inseto contaminado defeca e libera formas
tripomastigotas metaciclicos nas fezes e urina, as quais sdo levadas até o local da picada ou
mucosas de forma inconsciente pelo proprio hospedeiro. Uma vez na circulagdo, oS
tripomastigotas metaciclicos invadem as células do hospedeiro e se forma um vaclolo
parasitoforo temporario. Apos degradacdo da membrana do vacuolo, os tripomastigotas
metaciclicos invadem o citoplasma da célula hospedeira e se diferenciam em amastigotas
(forma replicativa e infecciosa). Apds sucessivas divisdes no citoplasma, as formas
amastigotas se diferenciam em tripomastigotas e as células hospedeiras rompem, liberando os
parasitas na corrente sanguinea. Na corrente sanguinea os tripomastigotas podem ser
absorvidos pelo vetor durante a alimentacdo, reiniciando o ciclo bioldgico (RASSI JR.;
RASSI; MARIN-NETO, 2010).

Figura 1. Ciclo biolégico do Trypanosoma cruzi. (a) Epimastigota, forma replicativa ndo infecciosa. (b)
Tripomastigota metaciclico, predominantemente presente no inseto vetor, forma ndo replicativa infecciosa. (c)
Formas metaciclicas invadem as céelulas hospedeiras e se diferenciam nas formas replicativas amastigotas. (d)
Estas formas ddo origem a uma fase transitoria chamada de epimastigota intracelular, (e) que posteriormente
diferenciam-se em tripomastigotas. Os tripomastigotas rompem as células hospedeiras liberando estes parasitas
na corrente sanguinea. O inseto vetor, eventualmente, pode ingerir estas formas durante o repasto sanguineo,
reiniciando o ciclo bioldgico.
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A doenga de Chagas apresenta duas fases clinicas em humanos: aguda e cronica. A
fase aguda é caracterizada por uma elevada parasitemia, a qual permite a identificacdo da
espécie, porém, ndo apresenta resposta humoral (SILBER et al., 2005). Esta fase pode durar
de varias semanas a varios meses e é, quase sempre, assintomatica. Em alguns casos, a fase
aguda podem apresentar sintomas inespecificos, na forma de febre e cefaléias (PAES et al.,
2011). A porta de entrada da infecgdo pode ser aparente, como o sinal de Romafia. Porém, em
casos mais graves, eventualmente, sintomatologias mais complexas podem ser observadas,
tais como insuficiéncia cardiaca devido a miocardite ou derrame miocardico, ou
meningoencefalite (MONCAYO; ORTIZ YANINE, 2006).

Na fase cronica os pacientes podem desenvolver manifestacfes relacionadas a
cardiopatias. Outra manifestacdo grave na fase cronica é o comprometimento do sistema
digestorio (megas6fago e megacolon). Também sdo relatados casos em que as formas
cardiaca e digestiva ocorrem simultaneamente. A fase cronica aparece depois de um longo
periodo sem a manifestacdo da doenca, chamado periodo de laténcia, periodo este que pode
durar varios anos, razdo pela qual esta fase indeterminada ou subclinica pode ser considerada
inclusive como uma fase crénica assintomatica (PAES et al., 2011).

As drogas mais frequentemente utilizadas sdo os componentes nitroheterociclicos
Nifurtimox (Figura 2a) e o Benzonidazol (Figura 2b). Estudos indicam que o mecanismo de
acdo destes compostos estdo relacionados com a formacédo de radicais livres e/ou metaboélitos
eletrofilicos. O grupo nitro (NO,) presente nestas moléculas é reduzido ao grupo amino (NH,)
pela acdo de enzimas do tipo nitroredutases, que atuam especificamente em sistemas
moleculares do tipo R-NO, (MAYA et al, 2003; MAYA et al., 2007). Evidéncias
experimentais indicam que acdo antiparasitaria do Nifurtimox estd associada a presenca de
oxigénio por meio da reducdo do grupo nitro para radicais nitroanions instaveis, levando ao
surgimento de moléculas toxicas ao parasita (BOIANI; GONZALEZ, 2005). O Benzonidazol
age no estresse redutivo, que poderia inibir a sintese de macromoléculas por ligacéo covalente
entre intermediarios de nitroredugio com os componentes celulares do parasita (DIAZ DE
TORANZO et al., 1988). Além disso, esta droga potencializa a fagocitose, melhorando a
resposta imune do hospedeiro por meio da producdo de y-interferon (ROMANHA et al.,
2002), inibindo a fumarato redutase e interferindo com a resisténcia ao estresse oxidativo
(TURRENS et al., 1996). Ambos os farmacos podem ser considerados efetivos na fase aguda
com indice de cura definida em cerca de 80% dos casos. Esse tratamento € realizado por um

longo periodo, de 30-90 dias, e as drogas apresentam varios efeitos colaterais, tais como:
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anorexia, nausea, vomito, polineuropatia periférica e dermopatia alérgica, o que pode em
alguns casos levar a interrupcdo do tratamento (URBINA; DOCAMPO, 2003).

Figura 2. Representacdo das estruturas quimicas das principais drogas usadas para o tratamento da doenca de
Chagas. a) Nifurtimox; b) Benzonidazol.
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Fonte: (URBINA; DOCAMPO, 2003).

1.1.2 Via catabolica da histidina

As analises gendmica e protedmica do T. cruzi contribuiram para a identificacdo de
um grande numero de alvos bioldgicos presentes no parasita, em sua maioria vias
metabolicas, abrindo a perspectiva para o desenvolvimento de medicamentos mais especificos
e menos toxicos para o tratamento da doenca de Chagas. Nessas perspectivas, alguns dos
principais alvos terapéuticos considerados até o momento sdo: cisteina proteases, via de
biossintese de esterois, biossintese de poli-isoprendides, enzimas das vias glicoliticas, via das
pentoses fosfato, arginina quinase, metabolismo das poliaminas, biossintese de lipidios,
topoisomerases, proteinas editoras de RNA e estresse oxidativo (DUSCHAK; COUTO,
2007; PAES et al., 2011).

Na procura por alvos terapéuticos, enzimas do metabolismo de aminoacidos que
contribuem como fonte de energia ao T. cruzi vém sendo estudadas. Dentre esses
aminoacidos, a L-histidina tem sua degradacdo que leva ao glutamato e a outros produtos. Por
meio de banco de dados de genomas e do proteoma do T. cruzi, foi possivel identificar as
enzimas que fazem parte desta via: histidina amoénio liase (EC 4.3.1.3), urocanato hidratase
(EC 4.2.1.49), imidazolona propionase (EC 3.5.2.7) e formimino glutamase (EC 3.5.3.8)
(Figura 3). No caso particular deste trabalho, 0 interesse estd na primeira enzima da via,

Histidina Aménio Liase de Trypanosoma cruzi (TcHAL).
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Figura 3. Etapas envolvidas no catabolismo da histidina em T. cruzi. A enzima Histidina Amdnio Liase (HAL)

esta destacada em verde.
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1.1.3 Enzima Histidina Amonio Liase

A enzima HAL (EC 4.3.1.3), também conhecida como histidase, participa da via
metabdlica da histidina, catalisando a desaminacdo ndo oxidativa da L-histidina a &cido
urocanico (TAYLOR, 1991). A HAL ja foi isolada do organismo Pseudomonas putida
Baedeker; Schulz, (2002) e de humanos Eckhart et al., (2008); Yoko et al., (2005). A
deficiéncia desta enzima no organismo humano pode levar a histidinemia, uma doenca de
carater autossémico recessivo que provoca um erro inato do metabolismo de aminoéacidos
(YOKO et al., 2005). Relatos confirmam como principais manifestagdes clinicas, o retardo
mental e disturbios de linguagem (SCRIVER; LEVY, 1983).

Em condigbes fisioldgicas, a HAL é um homotetramero (SCHWEDE; RETEY;
SCHULZ, 1999; CALABRESE et al., 2004; CHRISTIANSON et al., 2007; ROTHER et al.,
2001). Cada mondmero apresenta como grupo prostético 4-metilideno-5-imidazolona (MI10),
ele é formado pela ciclizacdo espontanea (autocatalitica) do segmento do tripeptideo Ala-Ser-
Gly (Figura 4) (SCHWEDE; RETEY; SCHULZ, 1999).

Figura 4. Mecanismo proposto para biossintese do MIO.

Fonte: (RETEY, 2003).

Alguns dos compostos caracterizados como inibidores ou com significativa agdo de
inibicdo da enzima HAL s&o moléculas do grupo heteroaril: furanilo, tiofinilo, benzofuranilo,
benzotiofenilo (KATONA et al., 2006). Também a L-cisteina foi caracterizada como inibidor
da enzima em Pseudomonas putida (KLEE, 1970).
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2 JUSTIFICATIVA

A enzima TcHAL, participante da via metabdlica da histidina do parasita T. cruzi,
vem sendo expressa e estudada pelo grupo de pesquisa do Prof. Dr. Ariel Mariano Silber, do
Departamento de Parasitologia da Universidade de Sdo Paulo (USP). Outros grupos de
pesquisa confirmam que ela estd presente nas formas epimastigota e tripomastigota
metaciclico do T. cruzi, porém, novas investigacfes se fazem necessarias para caracterizar a
TcHAL como possivel alvo terapéutico para doenca de Chagas (ATWOOD et al., 2005). Uma
vez confirmado o alvo terapéutico, passa a ser relevante o conhecimento estrutural da enzima
envolvida. O presente trabalho realizado no Laboratorio de Purificacdo de Proteinas da
Universidade Estadual de Ponta Grossa (UEPG) consiste em um estudo aprofundado da
enzima TcHAL a nivel molecular visando contribuir com informagdes estruturais relevantes.
Desta forma, o presente trabalho servira de suporte para investigacfes posteriores que
esclarecam a participacdo da enzima no metabolismo do T. cruzi. Na comprovacédo da enzima
como alvo terapéutico para doenca de Chagas, as informacdes estruturais obtidas neste estudo

poderdo contribuir para o desenvolvimento de novos quimioterapicos para doenca de Chagas.
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3 OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GERAL

Obter informac6es estruturais e bioquimicas da enzima TcHAL por Cristalografia de

Raios X, Espalhamento Dinamico de Luz (DLS) e Dicroismo Circular (CD).

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Obter a TcHAL recombinante pura e ativa no Laboratorio de Purificagdo de Proteinas
na UEPG a partir de protocolo pré-estabelecido;

b) Realizar estudos espectroscopicos por Espalhamento Dinamico de Luz e Dicroismo
Circular,;

c) Obter cristais da TcHAL adequados para coleta de difracdo de raios X;

d) Resolver a estrutura tridimensional por cristalografia;

e) Realizar estudos comparativos entre a estrutura obtida e as homologas encontradas

em banco de dados.



24

4 PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS E COMPUTACIONAIS

4.1 PRINCIPAIS MATERIAIS

e Coluna HisTrap™ FF crude de 1 mL (GE Life Sciences);

e Concentradores, modelo Vivaspin 6, 10 kDa (GE Life Sciences);
e Filtro de seringa, modelo K18-230 (Kasvi);

e Membrana de dialise, porosidade de 14 kDa (Spectrapor).

4.2 EQUIPAMENTOS

e Agitador orbital, modelo 430-RBP (Nova Etica);

e Aparelho de espalhamento dindmico de luz, modelo DynaPro MS/X (Wyatt);
e Autoclave vertical, modelo AV-75 (Phoenix);

e Autoclave horizontal, modelo MK3000 12L Il (Odontobras);

e Balanca analitica, modelo AS 60/220/C/2 (Radwag);

e Camara de biosseguranca, modelo Bioseg 06 (Veco);

e Centrifuga refrigerada, modelo HIMAC (HITACHI CR21GllI);

e Cromatégrafo liquido, modelo AKTApurifier™ UPC 10 (GE Healthcare);

e Difratdmetro da estacdo W01B-MX2 do LNLS, detector PILATUS 2M, (Rigaku);
e Difratdmetro, modelo D8 VENTURE (Bruker);

e Espectofotdbmetro, modelo Cary50 Conc (Varian);

e Espectropolarimetro, modelo J-810 (Jasco);

e Sistema de eletroforese vertical, modelo PowerPac Basic (Bio-Rad);

e Sonicador, modelo VCX750 (Sonics & Materials INC);

e Ultrafreezer -86 °C, modelo NU-9668GC (Nuare).

4.3 MEIOS DE CULTIVO E ADITIVOS

Os meios de cultivo utilizados foram preparados segundo (SAMBROOK; FRITSCH;
MANIATIS, 1989).

e 2xYT: 16 g L™ de peptona, 10 g L™ de extrato de levedura e 5 g L™ de NaCl;

e Canamicina: concentragdo estoque de 30 mg mL™;
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e Isopropiltio-B-D-galactosideo (IPTG): concentracdo estoque de 0,8 mmol L
e LB:triptona 10 g L™, extrato de levedura5 g L™ e NaCl 10 g L™;

e Tetraciclina: concentracdo estoque de 5 mg mL™ em etanol 70% (m/V).

4.4 SOLUCOES

e Solucgdo de azul de Comassie: 10% (V/V) acido acético glacial, 0,25% (m/V) azul
de Comassie R-250 e 45% (V/V) etanol,

e Solucdo de Bradford: 1% (m/V) azul de Coomassie R-250, 4,5% (V/V) etanol,
8,5% (V/V) acido fosforico. Apds dissolucdo, o corante foi filtrado através de
papel de filtro qualitativo;

e Solucdo descorante: 57% (V/V) metanol e 3% (V/V) &cido acético;

e Tampdo de amostra 2X para gel SDS-PAGE: 100 mmol L™ Tris-HCI pH 6,8, 4%
(m/V) SDS, 0,2% (m/V) azul de bromofenol e 20% (V/V) glicerol, 0,2% (m/V) -
mercaptoetanol;

e Tampdo de ligacdo: 500 mmol L™* NaCl, 20 mmol L™ Tris-HCI pH 7,9 e 5 mmol
L imidazol;

e Tampdo de lavagem: 500 mmol L™ NaCl, 20 mmol L™ Tris-HCI pH 7,9 e 60
mmol L de imidazol;

e Tampéo de eluicdo: 500 mmol L™*NaCl, 20 mmol L™ Tris-HCI pH 7,9 e 500 mmol
L™ de imidazol.

4.5 BASE DE DADOS

e Class, Architecture, Topology and Homology Protein Structure Database (CATH)

(http: //www. cath.info). Acesso em 19 de margo 2015, disponivel em versdo 3.1;

e National Center of Biotechnology Information (NCBI)

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov). Acesso em 20 de marco 2015;

e Pictorial database of 3D structures in the Protein Data Bank (PDBsum)

(http://www.ebi.ac.uk/pdbsum/). Acesso em 21 de marco 2015;

e Protein Data Bank (PDB) (http://www.rcsb.org/pdb/home/home.do). Acesso em

17 de margo 2015, disponivel em versdo 3.5;

e Universal Protein Resource (UniProt) (http://www.uniprot.org/). Acesso em 21 de

margo 2015.
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4.6 PROGRAMAS E SITES ACESSADOS

e ALINE, (BOND; SCHUTTELKOPF, 2009);

e Accelerys Draw 4.1 (http://accelrys.com/resource-center/downloads/);

e Alscript Calcons, (BARTON, 1993);

e Basic Local Alignment Search Tool (BLAST), (PARK et al, 2012)
(http://blast.ncbi.nIm.nih.gov/Blast.cqi);

e CDPro, (SREERAMA; WOODY, 2000)
(http://lamar.colostate.edu/~sreeram/CDPro/main.html);

e Chainsaw, (STEIN, 2008);

e Crystallographic Object-Oriented Toolkit (COOT), (EMSLEY; COWTAN, 2004);

e Diffraction Anisotropy Server, (STRONG et al., 2006)
(http://services.mbi.ucla.edu/anisoscale/);

e DSSP, (KABSCH; SANDER, 1983);

e Dynamics™ (http://www.wyatt.com/products/software/dynamics.html);

e Mapman, (KLEYWEGT; JONES, 1996);

e MolProbity, (CHEN et al., 2010);

e Multiprot, (SHATSKY; NUSSINOV; WOLFSON, 2002)
(http://bioinfo3d.cs.tau.ac.il/MultiProt/);

e Ncont, (COLLABORATIVE COMPUTACIONAL PROJECT, NUMBER N° 4 -
PACOTE CCP4, 1994);

e Phaser, (McCOY, et al., 2007);

e Phenix, (AFONINE et al., 2012);

e Procheck, (LASKOWSKI et al., 1993);

e PyMOL, (DELANO, 2002);

e T-Coffee, (NOTREDAME; HIGGINS; HERINGA, 2000) (http://tcoffee.crg.cat/);

e X-ray Detector Software (XDS), (KABSCH, 2010).

4.7 PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS

4.7.1 Clonagem da enzima TcHAL

Através da colaboracdo com a Universidade de Sao Paulo (USP), Departamento de

Parasitologia, na pessoa do Prof. Dr. Ariel Mariano Silber, foram disponibilizados clones da


http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
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bactéria Escherichia coli cepa BL21-DE3 portadores do plasmideo recombinante pET-28a(+)
contendo o gene codificante da enzima TcHAL (pET-28a(+)/TcHAL). Essa construgédo
possibilita expressar a enzima de interesse com um acréscimo de seis residuos de histidina na
regidao N-terminal.

Os clones foram propagados em inoculos de 5 mL de meio de cultura LB liquido,
contendo os antibiéticos canamicina e tetraciclina nas concentracdes finais de 30 pg mL* e 5
ng mL™?, respectivamente. A multiplicacdo bacteriana foi obtida pela incubagdo a 37 °C sob
agitacdo de 240 rpm por 16 h até atingir a saturacdo da cultura.

Aliquotas de 1 mL do indculo saturado contendo 20% (V/V) de glicerol foram

estocadas a -4 °C para posterior utilizacéo.

4.7.2 Expressdo da proteina recombinante TCHAL

Um indculo inicial de 5 mL de meio LB liquido contendo os antibi6ticos canamicina
30 ug mL™ e tetraciclina 5 ug mL™, suplementado com 10 pL de estoque de células descrito
no item anterior, foi incubado a 37 °C sob agitacdo de 240 rpm por 16 h. O indculo inicial foi
diluido na proporcdo de 1:100 em um novo cultivo de 1 L com o meio de cultura 2xYT
contendo os antibiéticos 30 pg mL™ canamicina e 5 ug mL™ tetraciclina e mantido a 37 °C
sob agitacdo de 240 rpm até atingir uma densidade 6ptica (DO) entre 0,5 e 0,6 a 600 nm.
Atingida esta condicdo, as culturas de células foram induzidas com Isopropiltio-f-D-
galactosideo (IPTG) na concentragéo final de 0,5 mmol L™ e incubadas a 25 °C sob agitac&o
de 150 rpm por 16 h. As culturas assim obtidas foram centrifugadas a 3800 g por 30 min a

4°C. O meio de cultura foi descartado e as células foram armazenadas a -86 °C.

4.7.3 Extracdo da TcHAL

As células contidas em 1 L de cultura para expressdo da proteina recombinante foram
ressuspendidas em 40 mL de tampao de ligagdo (propor¢ao de 10 mL de meio para 400 uL de
tampéo). No passo seguinte, as células foram submetidas a lise por sonicagéo em 5 ciclos de
30 s e intervalos de descanso em gelo de 30 s entre cada ciclo. Ap6s o rompimento celular, a

amostra foi submetida a centrifugacdo a 15000 g por 10 min a 4 °C.
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4.7.4 Purificacdo da TcHAL por cromatografia de afinidade

A fracdo contendo as proteinas soluveis, em tampéao de ligacao, correspondentea 1 L
de cultura bacteriana, foi utilizada para purificacdo por cromatografia de afinidade em resina
com niquel. Uma coluna cromatografica agarose-niquel de 1 mL foi previamente equilibrada
com 5 volumes de coluna (VC) com tampéo de ligacdo (fluxo de 1 mL min™, mantido em
todas as etapas). Aliquota de 10 mL do extrato protéico foi injetada na coluna e
posteriormente eluidas gradualmente com 30 VC do mesmo tampéo utilizado para equilibrar a
coluna. O segundo passo de eluigdo foi realizado através da aplicacdo de 10 VC com o
tampdo de lavagem com concentracdo de imidazol de 60 mmol L™, para a retirada das
proteinas com interacdo fraca ou inespecifica. A proteina TcHAL foi eluida em gradiente
composto pelos tampdes de lavagem e de eluicdo em que a concentracdo de imidazol variou
de 60 mmol L™ a 500 mmol L™ por 20 VC.

O grau de pureza da proteina nas fra¢oes eluidas da coluna foi avaliada visualmente
por SDS-PAGE, método adaptado de Sambrook; Russel, (2001). Para aplicacdo em SDS-
PAGE, aliquotas de 20 pL das fragdes eluidas foram diluidas em tampdao de amostra na
proporcdo 1:1 e desnaturadas por aquecimento a 98 °C durante 5 min. A eletroforese foi
conduzida sob tensdo de 160 V por 1 h. Apo6s a eletroforese, o gel foi corado por 15 min e

descorado por aproximadamente 30 min conforme solugdes descritas no item 4.4.

4.7.5 Quantificacdo da TcCHAL

A quantificacdo da concentracdo da TcHAL foi realizada por espectroscopia no UV a
595 nm através do método descrito por Bradford (1976). O padrdo utilizado para as curvas de
calibracéo foi a soro albumina bovina (BSA 0,2 mg mL™). As curvas de calibragdo foram
feitas com concentragdes de BSA entre 0,002 e 0,02 mg mL™. Os ensaios foram realizados
em triplicata e, quando necessario, as amostras foram diluidas para que os valores de

absorbancia obtidos ficassem proximo do ponto médio da curva de calibragdo.

4.7.6 Avaliacdo da atividade enzimatica da TCHAL

A verificagho da atividade da TcHAL ocorreu por meio de ensaio
espectrofotométrico, monitorando-se a conversdao de L-histidina a urocanato. Os ensaios
foram realizados em comprimento de onda fixo de 277 nm, acompanhando-se a catalise por 5

min a temperatura de 28 °C. Cada experimento independente foi realizado em cubeta de
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quartzo em volume de 3 mL, mantendo as concentraces finais de: 0,9 mmol L™ de L-
histidina; 16 mmol L™ de tamp&o Tris-HCI pH 9,0; 0,01 mmol L™ de MnCl, e 0,2 mmol L*
de glutationa reduzida. A reacdo foi iniciada pela adicdo de 480 pL da solugdo da enzima
TcHAL a 20 pg mL™ em tampdo Tris-HCI 20 mmol L™ pH 7,9, NaCl 250 mmol L. O
controle da reacdo (branco) foi obtido pela substituicdo do volume correspondente a solucéo
contendo a TcHAL por volume equivalente de tamp&o Tris-HCI 20 mmol L™ pH 7,9, com as

demais condicdes experimentais mantidas.

4.7.7 Espalhamento Dinamico de Luz (DLS)

A anélise por DLS da proteina TcHAL foi realizada no Laboratorio Nacional de
Biociéncias (LNBio) utilizando-se o equipamento DynaPro (Protein Solutions). Para o
experimento, utilizaram-se aproximadamente 70 pL de enzima a 0,2 mg mL™ em tampao
Tris-HCI 20 mmol L™ pH 7,9, NaCl 250 mmol L™ Antes das medidas, a amostra foi
centrifugada a 14000 g por 15 min a 4 °C e aplicada cuidadosamente dentro de uma cubeta de
quartzo evitando-se a formacéao de bolhas de ar. As medidas foram realizadas em coleta de 25
aquisicoes por 20 sa 18 °C.

O programa usado para o célculo do raio hidrodinamico foi o Dynamics™ versio
6.12.0.3.

4.7.8 Dicroismo circular (CD)

As medidas foram realizadas em um espectropolarimetro Jasco J-810 no LNBio, com
aproximadamente 150 pL de enzima a 0,2 mg mL™* em tamp&o Tris-HCI 20 mmol L™ pH 7,9,
NaCl 250 mmol L™ e comprimentos de onda de 200 a 260 nm, intervalo de 1 nm, a 20 °C,
utilizando-se cubeta de quartzo retangular de caminho Optico de 1 mm. Para o espectro,
promediaram-se 0s valores de varias medidas nas mesmas condi¢cdes. O CD também foi
utilizado para avaliar a estabilidade térmica da enzima por meio de experimento de
desnaturacdo em temperaturas entre 10 e 100 °C, fazendo-se a medida em passos de 1 °C.
Apbs atingir a temperatura maxima do ensaio, a amostra foi resfriada a 10 °C, com medidas
no mesmo passo anterior. O comportamento da enzima no experimento de desnaturagdo foi
avaliado em comprimento de onda fixo de 222 nm, mantendo-se as demais condi¢Ges
experimentais. Contudo, para esta avaliacdo, dispGe-se de apenas uma medida para cada ponto

experimental.
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Para as estimativas das proporc¢des de estrutura secundéria, a partir do conjunto de
dados obtidos no CD, foi utilizado o pacote CDPro software package, que retine os trés
programas: SELCON3, CONTINLL e CDSSTR. Esses programas permitem estimar a
percentagem de estrutura secundaria ao comparar os dados experimentais com espectros de
um grupo de 43 proteinas de referéncia (SREERAMA; WOODY, 2000). Para isso,
converteram-se os dados de CD para elipticidade molar média por residuo (Aeporresi)-

Com o proposito de possibilitar uma melhor visualizagdo do fenémeno, uma curva de
predicdo foi realizada por meio do modelo Boltzmann sigmdide (analise de regressdo néo
linear), Y = bottom [0] + [(top [8] — bottom [0])/(1 + exp(X50-X)/b)], onde bottom e top [0]
correspondem aos valores méximo e minimo, respectivamente, de elipticidade molar, X50 € a
temperatura na qual a elipticidade molar ¢ a média entre top e bottom e b representa a
inclinacdo da curva ou a dispersdo da distribuicdo dos valores de elipticidade molar

correspondentes a cada temperatura.

4.7.9 Cristalizagdo da enzima TcHAL

Para os ensaios de cristalizagdo, a enzima foi concentrada a 10,0 mg mL™ por
centrifugacdo a 3000 g em dispositivo Vivaspin 6, conforme quantificacdo feita pelo método
de Bradford (1976). O método de cristalizacdo utilizado foi a difusdo de vapor por gota
suspensa (MCPHERSON, 1999). Os experimentos foram conduzidos de forma manual na
camara de cristalizacdo da UEPG em placas de 24 pogos. Nestes experimentos, misturaram-se
3 uL de solucédo precipitante com 3 pL de solugédo da enzima, que foram deixados equilibrar
com 500 pL da solugdo do pogo. Os ensaios de cristalizacdo foram mantidos a 18 °C. Foram
utilizados os kits comerciais de cristalizacdo: Morpheus, JCSG, Structure Screen, Clear
Strategy Screen, PGA Screen e MIDAS, do fabricante Molecular Dimensions. No total foram

testadas 528 condicGes.

4.7.10 Coleta de dados de difracdo de raios X

Cristais obtidos em condi¢des crioprotetoras na cAmara de cristalizacdo da UEPG
foram submetidos ao difratbmetro no Laboratério de Quimica Inorganica da Universidade
Federal do Parana (UFPR). Experimentos de difracdo dos cristais foram realizados em N, a
100 K, em comprimento de onda de 1,54 A, detector CMOS-PHOTON 100. Os cristais
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ficaram a distancia de 240 mm do detector e para cada imagem oscilaram 1,0° com tempo de
exposicdo de 5 ou 10 min.

Cristais obtidos subsequentemente foram selecionados com base no tamanho e
submetidos a uma solucdo de agente crioprotetor, que consistiu do precipitante original
contendo 20% (V/V) de etilenoglicol, e, em seguida, foram ent&o colocados em uma corrente
de N, a 100 K. Os experimentos de difracdo de raios X foram realizados na estacdo WO1B-
MX2 do Laboratorio Nacional de Luz Sincrotron (LNLS), em comprimento de onda de 1,46
A, detector PILATUS 2M. Os cristais ficaram & distancia de 200 mm do detector e para cada
imagem oscilaram 0,5° com tempo de exposi¢do de 20 s, sendo normalmente duas imagens

coletadas, uma a 0° e outra a 90°. A coleta foi realizada com rotagéo total de 180°.

4.8 PROCEDIMENTOS COMPUTACIONAIS
4.8.1 Processamento das imagens de difracao

Foram processados dois conjuntos de imagens obtidos na estagdo W01B-MX2. O
pacote utilizado para indexacdo, integracdo e escalonamento das imagens foi o X-ray Detector
Software (XDS), com auxilio dos scripts elaborados pelo Prof. Dr. Jorge lulek. Estudos para
corte de resolucdo foram realizados bem como, para o cristal HAL_jcsg 85 OgAc, de

exclusdo de dados devido a anisotropia através do servidor Diffraction Anisotropy Server.

4.8.2 Resolucdo da estrutura por substituicdo molecular

Realizou-se uma busca pela ferramenta Basic Local Alignment Search Tool
(BLAST) disponivel no site do National Center of Biotechnology Information (NCBI) para
identificar quais estruturas depositadas no Protein Data Bank (PDB) apresentaram "E-value™
abaixo de 0,01 no BLAST, maiores percentagens de identidade e cobertura com a proteina
TcHAL. Para a preparacdo do modelo para substituicdo molecular foi utilizado o programa

Chainsaw e para encontrar a rotacdo e translacdo da molécula foi utilizado o programa Phaser.

4.8.3 Refinamento

A estrutura da TcHAL foi inicialmente submetida ao programa automatizado Phenix
autobuild, que utilizou fatores de estrutura e dados de incertezas obtidas do modelo de partida

resultante da substituicdo molecular. Em seguida o modelo foi refinado em um processo
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interativo com os programas Phenix refine e Crystallographic Object-Oriented Toolkit
(COQOT). Os mapas utilizados para visualizacdo de densidade eletronica foram Fourier
diferenca mFo-DFc e densidade eletronica 2mFo-DFc sem completar dados faltantes para

evitar tendenciosidades, ponderados de acordo com Read (1986).

4.8.4 Validacéo

Na validagdo do modelo foram utilizados os programas Procheck, Mapman e
MolProbity.

4.8.5 Anélises estruturais
4.8.5.1 Enovelamento global

A estrutura da HAL_jcsg_71 90gPc inicialmente foi submetida a ferramenta Class,
Architecture, Topology and Homology Protein Structure Database (CATH) para identificacédo
da familia de proteina a qual pertence. Em seguida, a estrutura foi analisada pela ferramenta
PDBsum para obtencdo do diagrama de topologia e também para verificagdo das areas de

contato entre 0s mondmeros.

4.8.5.2 Sitio ativo

O sitio ativo foi determinado de maneira indireta através da anélise comparativa com
estruturas de proteinas homologas depositadas no PDB. As estruturas tridimensionais das
proteinas homologas a TcHAL foram selecionadas a partir de uma busca no PDB feita com a
ferramenta BLAST, disponivel no site do NCBI. O critério utilizado para selecdo das
estruturas homologas foi a presenca de ligantes em sua estrutura.

A partir do programa Ncont do pacote Collaborative Computational Project N°.4
(CCP4), foram analisados os contatos do ligante durante o procedimento de modelagem até 4
A. Em seguida, realizou-se um alinhamento com o programa computacional T-Coffee para
identificar o0s residuos equivalentes dos sitios ativos da estrutura 3UNV e
HAL_jcsg_71 90gPc e também uma sobreposicdo destes sitios ativos com o programa

Multiprot.
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4.8.6 Comparac0es estruturais
4.8.6.1 Sobreposicdo com similares

As estruturas tridimensionais das proteinas foram selecionadas no PDB através da
ferramenta BLAST disponivel no site do NCBI. Os critérios de selecdo foram as estruturas
homologas que apresentaram “E-value™ abaixo de 0,01 no BLAST, maiores percentagens de
identidades e coberturas com a proteina TcHAL. A partir das estruturas sobrepostas pelo

programa MultiProt, efetuou-se um alinhamento de sequéncias através do programa T-Coffee.

4.8.6.2 Ligantes das homdlogas da TcHAL disponiveis no PDB

As estruturas tridimensionais das proteinas homdélogas a TcHAL foram selecionadas
a partir de uma busca no PDB feita com a ferramenta BLAST disponivel no site do NCBI. O
critério utilizado para selecdo das homologas foram as estruturas que apresentaram "E-value"
abaixo de 0,01 no BLAST e presenca de ligantes em sua estrutura. As estruturas dos ligantes
foram organizados por semelhanca as estruturas do substrato L-histidina e do produto

urocanato (Tabela 8).

4.8.6.3 Alinhamento de sequéncias da TcHAL e HAL humana

A etapa inicial foi buscar a sequéncia de aminoacidos da HAL humana através do
banco de dados do Universal Protein Resource (UniProt). Em seguida, realizou-se um
alinhamento entre as duas sequéncias pelo programa T-Coffee, a fim de possibilitar uma

comparacao, sobretudo, dos residuos existentes na cavidade dos sitios ativos.
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 PARTE EXPERIMENTAL

5.1.1 Obtencdo da enzima TcCHAL

5.1.1.1 Expresséo e purificacdo por cromatografia de afinidade

A expressdo da enzima recombinante foi confirmada na fracdo soltvel pela analise
de SDS-PAGE. A fracdo soluvel foi submetida a cromatografia de afinidade em resina
contendo niquel imobilizado. O perfil cromatografico apresentou dois picos logo apos a
injecdo, com maximos correspondentes a mais de 2882 e a 1740 mAU (miliunidades de
absorbancia a 280 nm), durante o processo de lavagem da resina com 60 mmol L™ de
imidazol. Apos essa retirada da maioria dos contaminantes, durante o gradiente de imidazol
(60 mmol L™ a 500 mmol L™) observou-se a formacao de um terceiro pico com maximo de
absorbancia de 333 mAU, referente & enzima de interesse que foi eluida de 95 mmol L™ a 412

mmol L™ de imidazol (Figura 5).

Figura 5. Cromatograma das fragGes eluidas (representadas em vermelho) durante a purificagdo da TcHAL por
cromatografia de afinidade. A linha rosa tracejada representa a posicao do inicio da inje¢do do extrato protéico.
A linha azul representa a miliabsorbancia enquanto que a verde relaciona-se, de forma ndo proporcional, a
concentracdo de imidazol, que foi 5 mmol L™ para as fragdes 31 a 40, 60 mmol L™ para as fragdes 31 a 40 e
aumentada linearmente de 60 a 500 mmol L™ para as fracdes 41 a 60.
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A figura do gel das fragGes (Figura 6), observaram-se as proteinas contaminantes
correspondentes as fracOes 1 a 43, que foram descartadas. Nas fragdes 44 a 57 (terceiro pico
do cromatograma) foi observada a presenca da proteina TcHAL purificada (58kDa),
evidenciando a eficiéncia do protocolo de purificacdo utilizado. Assim, esta Unica etapa
cromatografica foi suficiente para a purificacdo da enzima de interesse, sendo estimado pelo
método de Bradford, (1976) um rendimento de 13 mg de proteina pura por litro de meio de
cultura.

O padrao eletroforético foi utilizado como referéncia para juncdo das fracdes
purificadas, dessa forma, as fracbes 44 a 57 foram reunidas e submetidas a dialise para
retirada de imidazol (em passo de 50 mmol L™). A solucdo protéica dialisada em baixas
concentracdes de imidazol ndo se apresentou estavel, ocorrendo a precipitacdo da proteina.
Novo lote de proteina foi purificado, conforme descrito anteriormente, porém, em virtude da
precipitacdo optou-se em manter o imidazol para 0s posteriores procedimentos. Uma possivel
justificativa da solubilidade da proteina TcHAL na presenca do imidazol deve-se a
semelhanca desta molécula com o substrato L-histidina.

O alto grau de pureza da amostra é crucial para a etapa de cristalizacdo de proteinas
(DRENTH, 1999). Em geral, considera-se um grau de pureza da amostra protéica entre 90-
95% como  satisfatorio para 0 inicio dos ensaios de  cristalizacdo
(http://www.structbio.missouri.edu/crystallography-tips.php). Para otimizacfes de condigOes
é recomendado um grau de pureza ainda maior, entre 95-99%. Contamina¢fes podem
interferir no processo de nucleacdo e na obtencdo de cristais adequados (BENVENUTI;
MANGANI, 2007).

Figura 6. Figura do gel em SDS-PAGE 12% das fracdes da cromatografia de afinidade. Raia MMM contém os
marcadores de massa molecular (kDa): 116,0-66,2 - 45,0-35,0 - 25,0-18,4 - 14,4. 15 pL de solugdo de proteina
foram injetadas por raia. A linha em vermelho destaca as bandas da TcHAL purificada (58 kDa).
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1160 ——

Fonte: O Autor.
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5.1.1.2 Atividade enzimatica

A Figura 7 mostra aumento de absorbancia ao longo do tempo relacionado a
formagdo de urocanato. As absorbancias mostradas foram subtraidas das absorbancias de

ensaio em que a enzima estava ausente, que por sinal ficaram proximas a zero.

Figura 7. Teste de atividade enzimatica da TcHAL. A linha azul representa o aumento da absorbancia,
evidenciando a atividade enzimatica.

1.0 -

Absorbéancia (277 nm)

0.0
0 1 2 3 4 S

Tempo (1nin)

Fonte: O Autor.
5.1.1.3 Espalhamento Dinamico de Luz (DLS)

A analise por DLS da enzima TcHAL foi conclusiva e permitiu estimar a dispersdo
oligomérica da proteina em solucdo. Os resultados revelaram que a amostra encontrava-se
majoritariamente monodispersa, com um indice de polidispersividade em torno de 10%. Em
geral, considera-se uma amostra homogénea (monodispersa) com valor menor de 15% de
polidispersdao (BERGFORS, 2009). A monodispersdo aumenta a probabilidade de nucleagéo e
formacéo de cristais (ZULAUF; D’ARCY, 1992).

5.1.1.4 Dicroismo circular (CD) da TcHAL

5.1.1.4.1 Estimativa da composicdo de estruturas secundarias e estabilidade térmica da
TcHAL

A espectroscopia de CD foi utilizada para estimar a quantidade de estruturas
secundarias. O gréafico representado na Figura 8 permite identificar que a enzima TcHAL
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apresenta minimos em cerca de 210 e 222 nm. O minimo proximo a 222 nm ¢ atribuida a
estruturas helicoidais (BEROVA; NAKANISHI; WOODY, 2000). Desta forma, observa-se
um espectro caracteristico de proteina composta majoritariamente por hélices-a. Vale destacar
que os resultados obtidos pelo programa CONTINLL néo estdo apresentados neste estudo de

CD devido a instabilidade do algoritmo que ndo convergiu com os resultados experimentais.

Figura 8. Espectro de dicroismo circular da enzima TcHAL. A legenda mostra o perfil experimental e aqueles
obtidos a partir de modelos com os programas SELCON3 e CDSSTR para quantidade de estruturas secundarias.

—— Experimental
—— SELCON3
—CDSSTR
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1

200 210 220 230 240

Fonte: O Autor.

A média da desconvolucdo do espectro pelos dois programas utilizados indicou que a
enzima TcHAL ¢é constituida de cerca de 36,2% hélices-a. regular, 20,7% de hélices-a
desordenadas, 3,6% de fitas-p regular, 8,1% de fitas-p desordenadas, voltas 14,6% e
desordenadas de 17,7%, como pode ser visto na Tabela 1. Hélice-a ¢ a estrutura secundaria
mais estavel (LEHNINGER, 2011), em média, 33% dos residuos em proteinas globulares
ocorrem nessa estrutura (BEROVA; NAKANISHI; WOODY, 2000). Somando-se as
percentagens estimadas de hélices-o regulares e desordenadas acima citadas, observa-se a
predominancia deste elemento de estrutura secundaria, perfazendo um total de 56,9%. Esse
valor, quando comparado com as estruturas homologas depositadas no PDB sob os cdigos
1GKM e 3KDY, que tém % de hélices-a calculadas pelo programa DSSP de 55% e 52%,

respectivamente, realca a semelhanca entre essas proteinas.
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Tabela 1. Estimativas de estrutura secundaria da enzima TcHAL. Valores, médias e desvios padrdo em
percentagens obtidos a partir da desconvolucao pelos programas utilizados (SELCON3 e CDSSTR).

ESTRUTURAS SELCON3 CDSSTR MEDIA+DP
a-hélices (regular) (%) 36,5 35,9 36,2+0,3
a-hélices (desordenada) (%) 19,5 21,9 20,7£1,2
Fitas B (regular) (%) 2,70 4,50 3,6+0,9
Fitas p (desordenada) (%) 3,10 13,2 8,1+5,0
Voltas (%) 17,3 12,0 14,6+2,6
Desordenada (%) 23,1 12,3 17,754

Fonte: O Autor.

O estudo de estabilidade térmica da TcHAL por CD foi realizado com a elevacdo da
temperatura da solugdo protéica de 10 a 100 °C. Embora a grande dispersdo dos pontos pela
falta de medidas multiplas para promediacédo, pode-se desprender pelo grafico da Figura 9 que
qguando atingiu aproximadamente 68 °C a proteina perdeu cerca de metade de sua estrutura
secundaria, aumentando assim as regides desorganizadas, caracterizando a desnaturacdo da
proteina. A desnaturacdo parece irreversivel ja que mesmo ap6s o resfriamento até 10 °C ndo

ha recuperacdo do sinal.

Figura 9. Espectro de desnaturacdo térmica da enzima TcHAL obtido pela técnica de dicroismo circular.
Monitoramento do minimo em 222 nm com variagdo da temperatura durante o aquecimento (10 a 100 °C) com
resfriamento (100 a 10 °C) subsequente.

60

40 - .

A‘gltlo.a"re.s“
<

+ Aquecimento

» Resfiiamento

Fonte: O Autor.
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5.1.1.5 Cristalizacdo da TcHAL

Nos primeiros ensaios de cristalizacdo realizados na UEPG, observou-se a formacéo
de pequenos e numerosos cristais em trés condigdes do kit Morpheus e em uma condicdo do
kit JCSG. No caso do kit Morpheus, apos 5 dias da realizacdo do experimento, observou-se a
formacdo de cristais nas seguintes condigdes: (a) 10% (m/V) de Polietileno Glicol (PEG)
8.000, 20% (V/V) de Etilenoglicol (EDO), 0,12 mol L™ de etilenoglicéis (Di-Tri-Tetra-
Penta), 0,1 mol L™ de Buffer System 1 pH 6,5 (composto de imidazol e MES &cido); (b) 10%
(m/V) de PEG 8.000, 20% (V/V) de etilenoglicéis, 0,12 mol L™ de monossacarideos (D-
Glucose; D-Manose; D-Galactose; L-Fucose; D-Xilose; N-Acetil-D-Glucosamina), 0,1 mol L
! de Buffer System 1 pH 6,5; (c) 10% (m/V) de PEG 8.000, 20% (V/V) etilenoglicdis, 0,12
mol L™ de monossacarideos, 0,1 mol L™ Buffer System 2 pH 7,5 (composto de HEPES sédico
e MOPS &cido). Ja no caso do kit JCSG, apds 18 dias houve a formacao de cristais na seguinte
condicdo: (d) 0,8 mol L™ fosfato de sédio monobasico monohidratado, 0,8 mol L™ fosfato de
potassio monobésico, 0,1 mol L* de tampdo HEPES-Na, pH 7,5. Na Figura 10 estdo

representados os cristais obtidos em forma de agulha.

Figura 10. Cristais obtidos com a utilizacdo do kit Morpheus e JCSG. Enzima TcHAL a 10,0 mg mL™
Dimensdes aproximadas dos maiores cristais de cada condi¢do: (a) 80 um x 15 pm; (b) 90 pm x 15 pm; (c) 220
pm x 22 pme (d) 100 pm x 15 pm.
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Fonte: O Autor.

Foram submetidos ao ensaio de difracéo os cristais destacados na Figura 10 (a, b, c e
d). Também foram testados diversos outros cristais de cada condicdo. Todos 0s cristais
analisados indicaram tratar-se cristais de proteina pela inexisténcia de reflexdes nas imagens
obtidas, com a excecdo do caso comentado abaixo. Cristais de sal, em sua maioria, mesmo
gue pequenos ou com atomos ndo totalmente organizados, apresentam padréo de difracdo de
raios X (http://www-structmed.cimr.cam.ac.uk/Course/Crystals/shooting.html).

O cristal em destaque na Figura 10 (c) apresentou um padrdo de difracdo tipico para
proteinas com reflexdes até aproximadamente 3,5 A de resolucéo (Figura 11).

Figura 11. Melhor padréo de difracdo obtido a partir dos cristais crescidos em 10% (m/V) de PEG 8.000, 20%
(VIV) etilenoglicdis, 0,12 mol L™ de monossacarideos, 0,1 mol L™ Buffer System 2 pH 7,5.

Fonte: O Autor.
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Apesar da baixa resolucdo obtida, esses resultados preliminares permitiram
determinar quais as condi¢cBes mais favoraveis para cristalizacdo da TcHAL. Portanto, estas
condicdes foram refinadas com o uso da solucdo de proteina em trés concentracdes (5,0, 7,5 e
10,0 mg mL™), da variacéo do pH (6,1, 6,3, 6,5, 6,7) e do agente precipitante (neste momento
com composicdo alterada devido a indisponibilidade dos componentes, etilenoglicois e
monossacarideos) em varias concentragfes (18, 22, 26, 30, 34 e 38%). Apo6s 3 dias da
realizacdo dos testes de refinamento, todavia, observou-se apenas a formacao de precipitado
amorfo e auséncia de cristais.

A reprodutibilidade em experimentos de cristalizacdo sofre influéncia de diversos
fatores (Rupp, 2010), entre eles: grau de pureza da proteina, qualidade e teor minimo dos
reagentes utilizados, entre outros. Nesse contexto, uma possivel explicacdo do insucesso na
etapa de refinamento esta relacionada a dificuldade de reproduzir as condicGes de
cristalizacdo iniciais com variagcOes ténues de pH, concentragdo do agente precipitante e,
particularmente neste caso, o fato de que nem todos o0s reagentes necessarios para 0S
experimentos de refinamento encontravam-se disponiveis. Assim, teve-se que realizar as
substituicdes da solucdo de etilenoglicois (Di-Tri-Tetra-Penta) por monotilenoglicol e da
solucdo de monossacarideos (D-Glucose; D-Manose; D-Galactose; L-Fucose; D-Xilose; N-
Acetil-D-Glucosamina) por D-Glucose e D-Manose. Em meio aos ensaios de refinamento de
cristalizacdo, apds 60 dias foram observados cristais em duas novas condi¢des do kit JCSG:
(a) 0,2 mol L™ de sulfato de litio, 1,26 mol L™ sulfato de amdnio, 0,1 mol L™ de tampdo tris
pH 8,5; (b) 1 mol L™ 4cido succinico, 1% (m/V) de PEG mme 2.000, 0,1 mol L™ de tampéo
HEPES pH 7,0. Na Figura 12, estdo representados os cristais obtidos, forma de bastoes.

Figura 12. Cristais obtidos com a utilizacdo do kit JCSG. Enzima TcHAL a 10,0 mg mL™ Dimensdes
aproximadas dos maiores cristais de cada condicdo: (a) 300 um x 40 um e (b) 250 um x 25 um.

Fonte: O Autor.
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5.2 DETERMINACAO DE ESTRUTURA POR DIFRACAO DE RAIOS X
5.2.1 Coleta e processamento das imagens de difracéo

Foram processados dois conjuntos de imagens obtidos na linha de cristalografia de
proteinas WO01B-MX2 do LNLS. Estatisticas apresentadas na Tabela 2 em coluna
correspondente foram obtidas a partir do processamento de dados de difracdo do cristal
HAL_jcsg_71 90gPc, em destaque na Figura 12 (b). A indexacdo e 0 processamento
mostraram que o cristal pertence ao grupo de espaco P2,2,2;, com as medidas de cela unitaria
a= 87,81, b= 144,55 e c= 173,76 A, correspondente a cristais de estrutura cristalina primitiva
ortorrdmbica.

O cristal HAL _jcsg_85 0gAc apresentado na Figura 10 (d), também foi submetido a
coleta de dados de difracdo. Suas estatisticas de processamento também sdo apresentadas na
Tabela 2. Este cristal pertence também ao grupo de espaco P2;2,2;, mas com as medidas de
cela unitaria a= 111,27 b= 121,47 e c= 179,30 A. No processamento das imagens observou-se
uma acentuada anisotropia (amplitude entre os 3 componentes principais de 31,14 A?) e com
pontos que difrataram a um limite maximo 2,82 A de resolugéo.

Para resolucdo da estrutura tridimensional da TcHAL, foram utilizados os dados
obtidos do cristal HAL_jcsg_71_90gPc, difratados a um limite maximo 2,55 A de resoluc3o,
decidido ap6s amplo estudo por Karplus; Diederichs (2012), de forma que na Ultima faixa de
resolucédo «(l/o(l)> = 2,0 e CCyyp = 73,2%, além dos valores globais de mosaicidade = 0,24°,
completeza = 98,6 % e multiplicidade = 4,6. A Figura 13 (a) apresenta uma imagem do
padrdo de difracdo de raios X obtido para esse cristal. A circunferéncia a 2,55 A indica o

limite méximo de resolucdo em que se utilizaram os dados.
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Figura 13. (a) Imagem de difragio do cristal HAL_jcsg_71_90gPc com pontos difratados & 2,55 A de limite de
resolucdo. (b) Ampliagdo da regido da imagem de difragdo com a seta representando o ponto de reflex@o
coletado a 2,55 A,

Fonte: O Autor.

A unidade assimétrica da TcHAL contém um tetrdmero de massa molecular 235,616
Da, consequentemente, o coeficiente de Mathews é 2,38 A3 Da® (MATHEWS, 1968) e a
percentagem em volume do solvente no cristal igual a 48,2%. Coletaram-se 390 imagens com
rotacdo do cristal por 0,5° por imagem. A partir do conjunto de reflexdes, aproximadamente
2,8% das reflexdes (numero total de 2.004) foram marcadas para serem utilizadas no célculo
de Riree.
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Tabela 2. Dados estatisticos do processamento. Os valores entre parénteses correspondem a ultima faixa de

resolucéo.

INDICES CRISTALOGRAFICOS HAL jcsg 71 90gPc HAL jcsg 85 OgAc
N° de imagens 390 362

Grupo de espaco P212:2; P212:2¢

a, b, c(A) 87,81; 144,55;173,76 111,27, 121,47, 179,30
a=p=v (°) 90 90

Mosaicidade (°) 0,24 0,51

Faixa de resolucdo (A) 111,13-2,55 (2,63-2,55) | 27,97-2,82 (2,90-2,82)
N° total de reflexdes 435251 (28864) 220281 (4221)

N° de reflexdes Unicas 72424 (6307) 47252 (956)
Completeza (%) 99,3 (98,6) 80,2 (22,2)
Multiplicidade 6,0 (4,6) 3,7 (1,0)

«(Mo(l)> 11,9 (2,0) 7.5 (2,4)

Rmerge (%0) 17,1 (83,6) 31,2 (81,2)

Rimeas (%0) 19,0 (94,6) 35,1 (92,2)

CCy2 (%) 99,1 (73,2) 98,0 (70,3)
Percentagem de solvente (%) 48,2 52,9

N° moléculas por unidade assimétrica | 4 4

Coeficiente de Mathews (A® Da™) 2,38 2,61

Fator B do grafico de Wilson plot (A?) | 39,49 61,24

Fonte: O Autor.
5.2.2 Substituicdo molecular

A estrutura de referéncia para substituicdo molecular foi a Histidina Amonio Liase
de Pseudomonas putida de codigo no PDB 1GKM (BAEDEKER; SCHULZ, 2002), que
apresenta 42% de identidade e 94% de cobertura. A Figura 14 mostra o alinhamento realizado
pelo programa T-Coffee e representado no programa Aline. Para a estrutura
HAL_jcsg_71 90gPc, encontraram-se 4 solucdes de funcéo de rotacao e translacéo (Tabela 3)

cujo refinamento de corpo rigido resultou Reactor € Riree de 0,4739 e 0,4856.

Tabela 3. SolucGes de rotacdo e translagdo encontradas pelo programa de substituicdo molecular Phaser para a
estrutura HAL_jcsg_71_90gPc.

Solucdes Angulo de rotacdo (a, B, v) Deslocamentos fracionarios (X, v, z)
1° 259,71/ 134,02/ 349,23 0,013/ 0,017/ 0,117
2° 83,90/ 45,95/ 191,09 0,013/ 0,022/ 0,117
3° 264,47/ 130,48/ 172,26 0,007/ 0,020/ 0,116
40 81,09/ 49,76/ 12,77 0,010/ 0,020/ 0,119

Fonte: O Autor.



Figura 14. Alinhamento da sequéncia de aminoacidos da enzima TcHAL com a proteina mais similar disponivel no PDB, HAL de Pseudomonas putida. Em vermelho estdo
representadas as estruturas secundarias obtidas por meio do programa DSSP; em preto e tons de cinza esta indicada a conservacao dos residuos de acordo com a convencéo de

Alscript Calcons.
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5.2.3 Refinamento da estrutura cristalografica

Apols a resolucdo da estrutura por substituicdo molecular, o modelo inicial foi
melhorado pelo programa automatizado Phenix.autobuild. Em seguida, o modelo foi refinado
num processo interativo alternando-se ciclos de construgdo manual, utilizando-se o0s
programas Phenix.refine e COOT. Observou-se entdo que o intervalo de residuos 265 a 284
estd desordenado, situacdo semelhante a regido correspondente a homologa, como sugerido
pelo alinhamento da Figura 14. Na regido C-terminal observou-se uma densidade eletronica
alta onde foram adicionados os 4 ultimos residuos em todas as cadeias.

As moléculas de agua foram introduzidas e avaliadas em relacdo a autenticidade
pelos valores de fator B, pelos mapas de densidade eletrénica e ligacdes de hidrogénio.

Ao final do refinamento os valores de Rracior € Riree CONvergiram para 0,1921 e
0,2458, respectivamente. Como grupos para translacdo, libracao e parafuso (TLS), apos testes,
decidiu-se usar um grupo por cadeia. J& quanto a simetria ndo cristalografica (NCS),
verificou-se que o uso limitado desta pode ser benéfico mas deve implicar na analise
praticamente residuo a residuo dos atomos a serem incluidos, pois testes com abrangéncias
automa@ticas tradicionais trouxeram prejuizos significativos a geometria, portanto, por
enquanto ndo se incluiram estas restricdes. A estatistica final do refinamento esta apresentada

na Tabela 4.

Tabela 4. Valores estatisticos de refinamento da estrutura HAL _jesg_71_90gPc.

HAL jcsg_71 90gPc
Rfactor O$1921
Réree 0,2458
rmsbl / A 0,002
rmsba / ° 0,649
rmscc / A® 0,021
rsr global 0,1341
rscc global 0,9439
Fator B médio proteina/ A 36,17
N° de residuos 2.034
N° de moléculas de dgua 1.187

rmsbl: desvios quadraticos de comprimentos de ligacdo; rmsba: desvios médios quadraticos de angulos de
ligacdo; rmscc: desvios médios quadraticos de centros quirais; rsr: valor residual no espaco real; rscc: valor do
coeficiente de correlacdo do espaco real.

Fonte: O Autor.

Durante o refinamento observou-se que como em estruturas homologas depositadas
no PDB, por exemplo, codigos 1GKM, 3KDY, 206Y e 3UNV, o segmento do tripeptideo
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Ala'®- Ser**- Gly'*® é transformado em um residuo modificado, 4-metilideno-5-imidazolona,
cuja identificacdo por 3 letras no PDB ¢ MDO, por um mecanismo de rea¢do autocatalitico
(SCHWEDE; RETEY; SCHULZ, 1999). Assim, estabeleceram-se as restricdes geométricas
respectivas e refinou-se com este residuo modificado. A qualidade de ajuste do MDO* na

densidade eletronica da cadeia do mondmero A pode ser observada na Figura 15.

Figura 15. Qualidade de ajuste na densidade eletrdnica para o residuo modificado MDO? do monémero A.
Figura produzida pelo programa COOT. Os mapas de densidade eletronica (azul) foram desenhados com 1 ¢ de
contorno, mapas de Fourier diferenca com contornos em + 3 ¢ (verde) e -3 ¢ (vermelho).

Fonte: O Autor.

Também observou-se que os residuos de Cys*** apresentam-se provavelmente
modificados para todos os monémeros. Foram testadas nestas posicdes cisteinas oxidadas

(CSO), mas nédo se obteve um ajuste adequado nos mapas de densidade eletronica e Fourier

3

diferenca. Assim, optou-se em manter os residuos de Cys**® em todas as cadeias para

posteriores analises mais completas das respectivas posicdes ja que ainda ndo ha uma solucéo

Obvia. Estes residuos podem serem visualizadas na Figura 16.

Figura 16. Qualidade de ajuste na densidade eletrénica para o residuo da Cys®**®. As figuras estdo apresentadas na

seguinte ordem: mondmeros a) A, b) B, ¢) C e d) D. Figuras produzidas pelo programa COOT. Os mapas de
densidade eletrdnica (azul) foram desenhados com 1 ¢ de contorno, mapas de Fourier diferenga com contornos
em + 3 o (verde) e -3 ¢ (vermelho).
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Fonte: O Autor.

No modelo final, optou-se em deixar 29 aminoacidos com cadeias laterais ndo
completas devido a auséncia de densidade eletronica. Também devido a esta, o modelo
apresentou alguns intervalos entre segmentos de aminoacidos da cadeia principal, chamados
gaps, que estdo descritos a seguir: (a) mondmero A: Phe® a Glu* e Ala*®; (b) mondmero B:
Phe®, Gly®!, Ser*” e Ala*'®; (c) monomero C: Phe® e Phe®®; (d) monémero D: Ala*.

Ratificando, ha o gap sequencial dos residuos Ala'*, Ser'*! 145

e Gly™, que, todavia, sdo
transformados no residuo modificado MDO™.
Uma busca por ions utilizando-se ferramenta embutida no programa COOT apontou

inexisténcia destes na estrutura.
5.2.4 Validagéo da estrutura

5.2.4.1 Grafico de Ramachandran

O resultado do programa Procheck para analisar a qualidade estereoquimica da
estrutura no tocante aos angulos phi () e psi (y) esta no grafico de Ramachandran (Figura
17). Dos 2.034 aminoéacidos analisados, 90,9% estdo em regides mais favoraveis, 8,8% nas
regides adicionalmente permitidas, 0,2% nas regides generosamente favoraveis. No tocante as

191

Lys™", em destaque nas regides generosamente favoraveis do gréafico, em todos o0s

mondmeros apresenta densidade eletrénica que corrobora a posi¢do dos residuos.



49

Figura 17. Grafico de Ramachandran da estrutura HAL_jcsg_71 90gPc. As glicinas sdo representadas por
triangulos e os demais aminoacidos por quadrados. As areas em vermelho sdo chamadas de regiGes mais
favoraveis; em amarelo de regiGes favoraveis; em bege de regides generosamente favoraveis e em branco de

regides desfavoraveis. Figura gerada por meio do programa Procheck.
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Fonte: O Autor.

5.2.4.2 Coeficiente de correlacdo no espaco real (RSCC) e valor residual no espaco real

(RSR).

Para ilustrar o ajuste da estrutura a densidade eletrbnica, realizaram-se calculos dos

indices RSCC e RSR, para cada mondmero e por residuo, como mostram a Tabela 5 e 0s

gréficos das Figuras 18 (a, b, c e d).



Figura 18. Qualidade do ajuste na densidade eletr6nica representado em graficos para a estrutura HAL jcsg 71 90gPc. Os gréaficos estdo apresentados na seguinte ordem:
mondmero (a) A, (b) B, (c) C e (d) D. As setas indicam alguns residuos que se encontram em regibes de alta flexibilidade.
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Nos graficos observam-se regides onde os valores de RSCC apresentam-se baixos e
RSR altos, relacionadas as regibes flexiveis da estrutura, onde se procurou fazer a melhor
modelagem possivel. Precisamente, entre os residuos 58 a 66 para os monémeros B e C, a
flexibilidade é ainda maior, o que determinou na maior parte dos casos a ndo modela-los,
variando-se em um ou trés residuos a mais ou a menos conforme a cadeia. Excecdo apenas
para 0 mondmero D, para o qual, apesar ainda da flexibilidade, ao menos uma fraca
continuidade da cadeia principal pode ser observada, que permitu, entdo, modelagem.

Os residuos 415 a 425 de todas as cadeias também correspondem a uma regido
flexivel, dificultando a modelagem. Para esta regido tentou-se um anneling computacional,
fornecendo energia para permitir a mobilidade para uma possivel melhoria de ajuste desses
residuos. Esta caracteristica de flexibilidade também ocorre com os residuos da Lys** e a
Gly®® respectivos a cadeia D e A. O diagrama de topologia apresentado na Figura 21
explicita os elementos de estrutura secundaria e permite identificar que as regides flexiveis da

estrutura pertencem as regiGes de loop.

Tabela 5. Valores globais de RSCC e RSR por cadeia.

) HAL _jcsg_71 90gPc
Cadeia
RSCC RSR
A 0,9464 0,1317
B 0,9432 0,1350
C 0,9459 0,1319
D 0,9403 0,1375
Todas as cadeias 0,9439 0,1341

Fonte: O Autor.
5.2.4.3 Avaliagédo da geometria dos rotameros

A validacdo realizada pelo programa Molprobity foi especifica para verificacdo da
geometria dos rotameros. De um total de 1.691 possiveis rotameros presentes na estrutura da
HAL _jcsg_71 90gPc, apenas 29 ndo estdo entre os mais comuns, porém, estdo ajustados na
densidade eletronica, o que confirma a posicdo em que foram refinados.

A estrutura refinada e validada do homotetrdmero na unidade assimétrica é

representada nas figuras 19 e 20.
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Figura 19. Estrutura tridimensional do homotetrdmero da HAL_jcsg_71 90gPc. Em vermelho estdo
representadas as hélices-a, em setas amarelas as fitas-p e em verde os loops. Figura produzida com o programa
PyMOL.

Fonte: O Autor.

Figura 20. Estrutura tridimensional do homotetrdmero da HAL_jcsg_71 90gPc. A orientagdo é a mesma da
figura 19. Os mondmeros estdo coloridos da seguinte forma: A (violeta), B (vermelho), C (laranja) e D (rosa).
Figura produzida com o programa PyMOL.

Fonte: O Autor.
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5.2.5 Andlises estruturais

5.2.5.1 Enovelamento global

O uso da ferramenta do CATH indicou que a estrutura HAL_jcsg_71_90gPc
pertence a familia de Fumarase/aspartase, como também para estrutura homologa da HAL de
Pseudomonas putida (BAEDEKER; SCHULZ, 2002). A Figura 21 mostra um diagrama de
topologia que explicita os elementos de estrutura secundaria, produzida pela ferramenta

PDBsum para um monémero.

Figura 21. Diagrama de topologia para a estrutura HAL_jcsg_71_90gPc. Em forma de bastdo vermelho estdo as
hélices-a, em setas rosas as fitas-f3 e em azul os loops. Figura gerada por meio da ferramenta PDBsum.

Fonte: O Autor.

As éareas de superficie de contato entre os monémeros e nimero de residuos que
estdo em contato sdo mostradas na Tabela 6, como obtido com o programa de PDBsum. A
Figura 22, produzida com a ferramenta PDBsum, representa a quantidade de superficie de

contato entre 0s mondmeros.
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Tabela 6. Residuos e areas de interface nas superficies dos monémeros. A, B, C, e D correspondem aos
mondmeros do homotetramero. O simbolo ":" representa as inter-relagdes entre 0s monémeros, entre os residuos

e areas de interface. Dados obtidos pela ferramenta do PDBsum.

HAL_jcsg_71 90gPc
Monémeros .
N° de residuos Area de interface / A°
A:B 79:81 4095 : 4066
C:D 79:81 4115 : 4114
A:C 55:54 2768 : 2780
B:D 56 : 57 2800 : 2743
A:D 3:3 132 :132
B:C 2:2 122:121

Fonte: O Autor.

Figura 22. Regifes de interface entre os mondmeros do homotetrdmero. As reas interfaciais entre os
mondmeros A, B, C e D estéo representadas proporcionalmente de acordo com suas coloragfes principais, A,
violeta, B, vermelho, C, laranja, e D, rosa. As linhas em vermelho representam as pontes salinas, azul as ligagdes
de hidrogénio e em laranja os contatos ndo ligados. Figura obtida da ferramenta PDBsum.

Fonte: O Autor.

5.2.5.2 Sitio ativo

Com base nos critérios de selecdo da ferramenta BLAST, foram indicadas 28

estruturas homdlogas para a elaboracdo do inventario de ligantes para a estrutura

HAL_jcsg_71 90gPc, das quais apenas 8 possuiam ligantes em sua estrutura. Na Tabela 8

estdo listados estes ligantes. As estruturas dos ligantes selecionados foram comparadas com a
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estrutura do substrato L-histidina e do produto urocanato. Nesse estudo, apenas o ligante (3S)
-3-amino-3-fenil acido propandico (coédigo PDB de 3 letras: SFE), da estrutura homdéloga
3UNV, foi utilizado para efeitos de verificacdo de sitio ativo, por apresentar maior
similaridade estrutural com a L-histidina. Por meio da analise dos contatos do ligante SFE na
estrutura 3UNV, foi possivel identificar os residuos equivalentes a cavidade do sitio ativo na
estrutura HAL_jcsg_71_90gPc. Nesse procedimento, foi realizado o alinhamento dos residuos
(Figura 24) utilizando-se a sobreposicdo global entre as duas estruturas através do programa
computacional T-Coffee. Foi possivel identificar que os residuos Tyr**, Phe®®, GIy®*, Leu®,
Leu, Asn®®, Phe’®* GIn**® e GIlu*' correspondem & regido catalitica da
HAL _jcsg_71 90gPc (Figura 23). A Figura 25 mostra a sobreposicdo de parte dos sitios

ativos das proteinas homologas.

Figura 23. Sitio ativo da estrutura da HAL _jcsg 71 90gPc. (a) Representacdo do monémero D em forma de
bastdo, em vermelho estdo as hélices-a, em setas amarelas as fitas-f3, em verde os loops e em roxo os residuos
pertencentes a esta cavidade. (b) Ampliacdo da regido do sitio ativo. Figura produzida com o programa PyMOL.

(@) (b)

Fonte: O Autor.



Figura 24. Alinhamento da sequéncia de aminoacidos da HAL _jcsg 71 90gPc com a da estrutura 3UNV. As marcacgdes na coloracdo azul representam os residuos idénticos e
em vermelho os ndo idénticos do sitio ativo. Nas coloragdes em preto e tons de cinza esta indicada a conservacdo dos residuos de acordo com a convencdo de Alscript
Calcons.
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Fonte: O Autor.

99
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Figura 25. Sobreposicdo de parte dos residuos da cavidade do sitio ativo do mondémero D da
HAL_jcsg_71_90gPc com o mondmero B da estrutura homéloga 3UNV. Na coloragdo azul os residuos da
estrutura HAL _jcsg_71 90gPc, em vermelho da 3UNV e o ligante SFE em verde. A figura (b) corresponde a
rotacdo de 180° em relacdo a figura (a). Figuras produzidas com o programa PyMOL.

MDO42
MDO13
J

Leus?

e Leu®?
Phe®®

Phe33

i =3 SIE
Leul4? )}/:6

Leu'

(@)
Leu®?
Leu®?
\I‘.
Gln*20
Gln*6
(b)

Fonte: O Autor.

5.2.6 Comparac0es estruturais

5.2.6.1 Sobreposi¢do com similares

Por meio da ferramenta BLAST, foram identificadas 28 proteinas homdlogas com
base no "E-value" abaixo de 0,01 no BLAST, sendo 12 de diferentes organismos. Com base
na melhor percentagem de identidade, cobertura e resolucdo (Tabela 7), selecionaram-se as
estruturas 1GKM, 3KDY e 3UNV para a sobreposicio com a estrutura da
HAL jcsg_71 90gPc. Na Figura 26 pode-se apreciar o enovelamento semelhante entre as

estruturas sobrepostas.
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Tabela 7. Dados das proteinas homélogas a TcHAL obtidos a partir de alinhamento feito com as sequéncias de
aminoacidos das estruturas depositadas no PDB.

- Resolucéo . . Cobertura Identidade
Cadigo (A2) Proteina/Organismo (%) (%)
1GKM 1,00 Histidina aménio I|_ase/ 89 42

Pseudomonas putida
3KDY 2.20 Tirosina ammom_utase/ 94 36
Streptomyces globisporus
3UNV 1,54 Fenilalanina aminomutase/ 88 33
Pantoea agglomerans

Fonte: O Autor.

Figura 26. Sobreposi¢cdo do monémero D da HAL_jcsg 71 90gPc com as estruturas de maior homologia.
HAL_jcsg_71_90gPc em vermelho, 1IGKM em azul, 3KDY em amarelo e 3UNV em verde. Figuras produzidas

com o programa PyMOL.

Fonte: O Autor.
5.2.6.2 Ligantes das homdlogas da TcHAL disponiveis no PDB

Das 28 proteinas homologas a TcHAL existentes no PDB, 8 estruturas apresentam

ligantes. Na Tabela 8 estdo representadas as estruturas moleculares dos 8 ligantes disponiveis.



Tabela 8. Representacdo das estruturas quimicas de ligantes de proteinas homdlogas. (Continua)
) FORMULA MOLECULAR ESTRUTURA
FORMULA ESTRUTURAL PLANA NOME CIENTIFICO ESTRUTURA BASE ORGANISMO COMPLEXADA
(CODIGO DO LIGANTE) PDB E ARTIGO
HO (e}
CeHoN30,
NH., - .
L-histidina/ Substrato
M \ \\\
LN Ar
H
HO O
= CoHi N O,
H.M
“ ) o 3UNV
(3S)-3-amino-3-fenil acido
. Pantoea agglomerans
propandico
(STROM et al., 2012)
(PDB: SFE)
Ar

69




(Continuacédo)

P ESTRUTURA
FORMULA ESTRUTURAL PLANA FORMULA MOLECULAR ESTRUTURA BASE ORGANISMO COMPLEXADA
NOME CIENTIFICO PDB E ARTIGO
(CODIGO DO LIGANTE)
CoHgF Oy
. 2RJR
(2S,38)-3-(4-fluorofenil)-2,3- Streptomyces globisporus
dihidroxi acido propandico (MONTAVON et al., 2008)
(PDB: 295)
Ar
CoHygF, N O,
Taxus wallichiana var. AC5S
(3S)-3-amino-2,2-difluoro-3-fenil chinensis
cido propandico (WYBENGA et al., 2014)
(PDB: BQ7)
Ar

09




(Continuagéo)

. ESTRUTURA
FORMULA ESTRUTURAL PLANA FORMULA MOLECULAR ESTRUTURA BASE ORGANISMO COMPLEXADA
NOME CIENTIFICO PDB E ARTIGO
(CODIGO DO LIGANTE)
HO (o]
=
HZN CoHe F2 N O
(3R)-3-amino-2,2-difluoro-3-(4- .
hidroxifenil) &cido propandico Streptomyces globisporus 2QVE
(PDB: 247) (MONTAVON et al., 2008)
Ar
OH
HO f///'/{}
P
CeHeN20, _
Urocanato/ Produto ,,/ i
M

T=

Ar

19



(Concluséo)

. ESTRUTURA
FORMULA ESTRUTURAL PLANA FORMULA MOLECULAR ESTRUTURA BASE ORGANISMO COMPLEXADA
NOME CIENTIFICO PDB E ARTIGO
(CODIGO DO LIGANTE)
HO /O
= CoHz O, 2078

Feniletileno acido carboxilico

(PDB: TCA)

Rhodobacter sphaeroides

(LOUIE et al., 2006)

CioHg Oy

4- 4cido carboxicinamico

(PDB: CIN)

Ar

Rhodosporidium
toruloides

17T6J

(CALABRESE et al., 2004)

29
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5.2.6.3 Alinhamento de sequéncias da TcHAL e HAL humana

A partir da sequéncia de aminoacidos foi realizado um alinhamento, onde €
interessante destacar que os 79 primeiros residuos da regido N-terminal da HAL humana néo
apresentam residuos correspondentes na regido N-terminal da HAL de Trypanosoma cruzi.
No entanto, as sequéncias alinhadas apresentaram significativas regides conservadas,
conforme representado na Figura 27. Este alinhamento permitiu comparar os residuos da
cavidade do sitio ativo das duas proteinas. De 9 residuos, apenas 1 ndo é idéntico nas duas
estruturas, GIn*® — Thr®®. A investigacdo de residuos distintos tem uma elevada relevancia
no desenho racional de drogas. Essa diferenca podera, eventualmente, ser explorada na
selecdo e/ou planejamento de moléculas com maior afinidade a HAL de Trypanosoma cruzi
em relacdo a sua homdloga humana.

O avanco no entendimento estrutural e bioquimico da TcHAL proporcionado por este
trabalho, somando-se a trabalhos futuros e a melhor caracterizagdo deste alvo terapéutico,
permitirdo aprofundar estudos visando identificar ligantes com maior especificidade a
TcHAL.
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Fonte: O Autor.
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Figura 27. Alinhamento da sequéncia de aminoacidos da TcHAL e da HAL humana. As marcac@es na coloracdo azul representam os residuos idénticos e em vermelho os ndo
idénticos do sitio ativo. Nas coloragdes em preto e tons de cinza esta indicada a conservagdo dos residuos de acordo com a convencdo de Alscript Calcons.
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6 CONCLUSOES

e Por meio da técnica de dicroismo circular pode-se concluir que a enzima estudada
apresenta maior quantidade de estruturas secundarias em hélices-a e a
aproximadamente 68 °C a proteina perde cerca de metade de sua estrutura

secundaria.

e A estabilidade da enzima em solugdo concentrada é favorecida pela presenca do

imidazol.

e Os ensaios de cristalizacdo permitiram a obtencdo cristais com qualidade suficiente

para coleta de dados de difracdo de raios X e resolucdo da estrutura.

e A estrutura cristalografica da HAL_jcsg_71_90gPc foi resolvida a 2,55 A, sendo

adequada para estudos estruturais e bioquimicos propostos.

e A TcHAL apresenta o residuo modificado MDO, comum em aménio liases.

e A TcHAL tem enovelamento tipico e semelhante as amonio liases. Ha um residuo

distinto no sitio ativo em relacdo a homologa humana.
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7 TRABALHOS FUTUROS

e Terminar com detalhe residuo a residuo o refinamento da estrutura.

e Utilizar a estrutura obtida na busca de inibidores enziméticos in silico, a partir de
banco de dados de moléculas do ZINC (IRWIN et al., 2012).

e Realizar ensaios de atividade inibitoria in vitro.

e Realizar ensaios de co-cristalizacdo com os inibidores selecionados in silico e/ou

in vitro.
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