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RESUMO

O conhecimento da estrutura de proteinas é de grande importancia, uma vez que
esta informacdo permite o entendimento dos mecanismos pelos quais elas
desempenham suas fun¢des bioldgicas. Lipases constituem uma familia enzimatica
capaz de realizar a sintese ou hidrolise de ligacdes éster de substratos triacilgliceroéis
(TAGSs) contendo acidos graxos de cadeia longa. Sdo alvo de muitos estudos dadas
suas potencialidades em um grande numero de aplicagbes envolvendo o grupo
funcional éster, por exemplo, em quimica organica sintética. Ja o conhecimento
estrutural de algumas enzimas € importante para o desenvolvimento de novas
drogas terapéuticas ou mesmo contribuir para o entendimento de aspectos
evolutivos estruturais, como daquelas pertencentes a vias metabdlicas. Neste
trabalho foram realizadas a modelagem por homologia da estrutura lipase da planta
Jatropha curcas e a determinacdo experimental da estrutura da triose fosfato
isomerase do microrganismo Naegleria gruberi a partir de trés conjuntos de imagens
de difracdo de Raios X. Das trés estruturas experimentais obtidas, duas pertencem
ao grupo de espaco C2, com células unitarias diferentes, e uma ao grupo de espaco
P4,22. As fases iniciais foram obtidas com o procedimento de substituicdo molecular
utilizando o programa PHASER e todas as estruturas foram refinadas iterativamente
com o auxilio dos programas COOT e PHENIX. Em uma das estruturas foi possivel
modelar trés moléculas do agente precipitante Jeffamine® presente na condicdo de
cristalizacdo e uma molécula do tampao Tris (no sitio ativo do mondmero B).
Comparag0Oes estruturais foram realizadas entre o modelo refinado e validado e
algumas das proteinas homologas, tendo em vista diferencas observadas no
alinhamento baseado em estrutura entre elas e caracteristicas notadas durante o
procedimento de refinamento. Experimentos de dicroismo circular mostraram que a

desnaturacao térmica € irreversivel para esta proteina.

Palavras-chaves: Jatropha curcas, Naegleria gruberi, Cristalografia, Lipase, Triose

fosfato isomerase, Estrutura tridimensional



ABSTRACT

Knowledge of protein structures is of huge importance, since this information allows
to understand the mechanisms through which proteins carry out their biological
functions. Lipases constitute an enzymatic family capable to perform synthesis or
hydrolysis of ester bonds of triacyl glycerols (TAGs) with long chain fatty acids.
These enzymes are the theme of many investigations given their potential to be used
in a wide variety of apllications involving chemicals with the ester functional group,
e.g., in organic synthesis. On the other hand, structural knowledge of some enzymes
is important for the development of new therapeutic drugs or even to contribute for
the understanding of structural evolutionary features, like those belonging to
metabolic pathways. In this work were accomplished the homology modeling of the
lipase from Jatropha curcas and the structure determination of the triosephosphate
isomerase from Naegleria gruberi from three X ray diffraction data sets. Among three
experimental structures obtained, two belong to C2 space group, with different unit
cells, and one to P4,22 space group. Initial phases were obtained by molecular
replacement procedure using the Phaser program and all structures were refined
interactively with Coot and Phenix programs. In one structure it was possible to
model three molecules of the precipitant agent Jeffamine® present in the
crystallization solution and one molecule of Tris buffer (placed at the active site).
Structural comparisons were performed among the refined and validated model and
some of its homologues, taking into account the differences observed in the
structural-based alignment among them and characteristics noticed during the
refinement procedure. Circular dichroism experiments have shown that thermal

denaturation is irreversible to triosephosphate isomerase of Naegleria gruberi.

Keywords: Jatropha curcas, Naegleria gruberi, Crystallography, Lipase,

Triosephosphate isomerase, Three dimensional structure
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1 INTRODUCAO

1.1 Justificativa

As proteinas sdo compostos de origem biolégica que sao encontrados em todas
as formas de vida. Sdo formadas a partir da reacdo de condensacédo de moléculas
de aminoacidos com a liberacdo de uma molécula de agua por ligacdo formada,
sendo a forma enantiomérica mais comum a L, embora alguns organismos
apresentem D-aminoacidos na parede celular (TORTORA; FUNKE; CASE, 2012).
As proteinas desempenham diversas fun¢gdes nos organismos vivos, como por
exemplo, suporte estrutural, catalise de reacfes, transporte de substancias e
protecdo do organismo. A surpreendente diversidade funcional das proteinas
provém da ordem com a qual os diferentes L-aminoacidos estdo conectados (sua
estrutura primaria), sendo possivel correlacionar 0s niveis organizacionais
superiores (estrutura secundaria, terciaria e quaternaria — esta Ultima, quando
existente) e fazer inferéncias do tipo de estrutura tridimensional adotada com base
na estrutura priméaria. (NELSON; COX, 2002).

Desta forma, o conhecimento da sequéncia de aminoacidos e da estrutura
tridimensional é muito importante para o entendimento da respectiva funcdo e, a
partir destas informacfes, torna-se possivel, por exemplo, o desenvolvimento de
inibidores enzimaticos, ou mutacdes estruturais com a finalidade de melhorar as
caracteristicas da proteina.

N&o ha relatos da determinacéo da estrutura tridimensional da lipase putativa de
pinhdo manso, Jatropha curcas (J. curcas), que sera denominada aqui de JcLip, e
da triose fosfato isomerase (TIM) do organismo Naegleria gruberi (N. gruberi), que
sera denominada NgTIM. Assim, estudos por cristalografia de Raios X podem se
tornar importantes ao permitirem a caracterizagao de suas estruturas tridimensionais.

As duas enzimas sao interessantes do ponto de vista biotecnolégico. A
primeira, para quimica organica de sintese, uma vez que se trata de uma enzima
lipolitica utilizada em biocatélise para obtencdo de biodiesel. Ja a segunda, trata-se
de uma enzima relacionada a via glicolitica do protozoario N. gruberi, ao qual uma
espécie correlata, Naegleria fowleri, causa uma doenca grave e geralmente fatal em

humanos, a Meningoencefalite Amebiana Primaria. Os estudos com a enzima triose



18

fosfato isomerase (TIM) de N. gruberi poderéo ser importantes considerando-se que
se pode utilizar a estrutura desta enzima como modelo para a similar da cepa

patogénica Naegleria fowleri.

1.2 Reviséo Bibliografica

1.2.1 Lipases

Estima-se que a maioria das enzimas utlizadas industrialmente ou
comercializadas sdo de origem microbiana. Isso se deve basicamente a facilidade
de obtencdo, cultivo, producdo, extracdo e purificacdo (SHARMA; CHISTI;
BANERJEE, 2001).

Lipases (E.C. 3.1.1.3, triacilglicerol hidrolases) sdo enzimas que catalisam a
hidrélise de ligacbes éster de triacilgliceréis (TAG's) em ambientes aquosos (Figura
1). Elas podem também realizar a sintese de TAG's em um meio organico (SHARMA,
CHISTI; BANERJEE, 2001). Devido a isso, sao interessantes do ponto de vista
biotecnoldgico para serem usadas em um grande numero de reagfes catalisadas,
tais como: esterificacdo, transesterificacdo, acilagcdo regioseletiva de glicerdis e
mentdis, sintese de peptideos, entre outros produtos quimicos (SHARMA; CHISTI;
BANERJEE, 2001).

Figura 1. Esquema geral de reacéo catalisada por lipase.
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Fonte: O autor.
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As lipases apresentam diversas aplicagoes: em formulacdo de detergentes (com
cerca de 32% das vendas de mercado, entretanto, para esta finalidade precisam ser
termoestaveis e resistir ao ambiente alcalino), em sintese de biosurfactantes, em
industria 6leo-quimica (como na hidrolise e modificacdo de 6leos e gorduras), em
agroquimica, em manufatura de papel, em nutricdo (como o realce de sabor em
processamento de alimentos), em cosméticos e processamento de farmacos
(resolucéo de misturas racémicas) (SHARMA; CHISTI; BANERJEE, 2001).

Do ponto de vista estrutural, as lipases, bem como as esterases, apresentam
grande similaridade na sequéncia de aminoécidos, embora possam diferir
radicalmente na especificidade e funcdo da sua atividade catalitica. A comparacao
entre as estruturas tridimensionais destas enzimas mostra uma caracteristica
estrutural comum conhecida como dobramento a/p hidrolase. Essencialmente, este
tipo de estrutura é constituido por um arranjo central de fitas p rodeado por um
namero variavel de hélices a e acomoda a chamada triade catalitica, que é
geralmente composta por residuos de serina, aspartato ou glutamato, e histidina. A
topologia canénica do tipo a/f hidrolase é mostrada na Figura 2. A serina
nucleofilica encontra-se em uma alga entre a fita B5 e a hélice a seguinte com a
sequéncia Gly-X-Ser-X-Gly, onde 'X' pode ser qualquer aminoéacido, exceto prolina.
A sequéncia dos motivos estruturais fita p5-alca-hélice a € denominada “cotovelo
nucleofilico” e é responsavel pelo posicionamento 6timo da serina nucleofilica para
que possa, por um lado, interagir com a cadeia lateral da histidina do sitio ativo e,
por outro lado, interagir com o substrato. A ordem dos residuos da triade catalitica
na familia a/B hidrolase é serina — residuo acido — histidina, diferindo da ordem
serina — histidina — &cido aspartico encontrada em proteases (GUILHAM; LEHNER,
2005). O residuo &cido catalitico fica localizado em uma alca ap6s a fita 37, embora
possa apresentar certa variabilidade na sua posicdo, como foi observado na
estrutura da lipase pancreatica humana (apos a fita 6), ndo obstante a histidina

catalitica ainda pertenca a alca que segue a ultima fita 3.
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Figura 2. Topologia da estrutura secundaria canénica do dobramento o/f hidrolase. Hélices a e fitas 8
sdo representadas por cilindros e setas, respectivamente. A localizacdo dos residuos da triade

catalitica esta indicada pelos triangulos em preto na ordem nucledfilo - acido - histidina.
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Fonte: O autor.

Muitas lipases, assim como esterases, possuem um elemento de estrutura
secundaria que cobre o sitio ativo (conhecido como “lid”) que deve sofrer alteragcdes
conformacionais para permitir o acesso do substrato ao mesmo (GUILHAM;
LEHNER, 2005). Em outros casos, entretanto, as enzimas ndo possuem tal estrutura.

A diferenciacdo entre lipases e esterases ainda ndo é bem definida. Inicialmente
poder-se-ia fazé-la através do fato de as lipases apresentarem o fenémeno da
ativacao interfacial, como proposto por Sarda e Desnuelle (1958). Entretanto, esta
caracteristica ndo € encontrada em todas as lipases e, em trabalhos mais recentes,
a denominacdo destas é feita como carboxilesterases que hidrolisam acilgliceréis
contendo acidos graxos de cadeia longa (aqueles com cadeia carbénica com dez ou
mais atomos de carbono), enquanto que aquelas capazes de hidrolisar ésteres de
glicerol cujos grupos acila possuem menos de dez carbonos sdo denominadas
esterases (JAEGER; DIJKSTRA; REETZ, 1999; JAEGER et al., 1994).

A reacdo de hidrdlise da ligacao éster do substrato se processa possivelmente
segundo o mecanismo descrito na Figura 3 que envolve quatro passos basicos.
Primeiramente, ocorre o ataque nucleofilico pelo atomo de oxigénio da hidroxila
serinica ao carbono carbonilico da ligacdo éster (passo 1), formando um
intermediario tetraédrico (passo 2), cuja carga negativa € estabilizada por ligacdes
de hidrogénio com grupos NH da cadeia principal e pelo momento de dipolo da

hélice aC (Figura 2). Possivelmente, este efeito eletrostatico estabilizante justifica a
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elevada conservagao da referida hélice em a/f hidrolases (KNOWLES, 1991). Ap6s
a liberagcdo da porcdo alcoxi do substrato, a porcdo carboxilica permanece
covalentemente ligada a lipase por uma ligacdo éster com o residuo de serina
(passo 3). A renovacdo da enzima ocorre pelo ataque nucleofilico de uma molécula
de agua com seu potencial nucleofilico aumentado pela interagdo com o residuo de
histidina da triade catalitica, liberando a porgéo carboxilica para o solvente (passo 4)
(JAEGER; DIJKSTRA; REETZ, 1999).

Figura 3. Mecanismo para a reacao de hidrélise de um éster genérico, mostrando como atuam os

residuos da triade catalitica do sitio ativo de uma lipase.
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1.2.2 Jatropha curcas

Jatropha curcas, conhecida popularmente como pinhdo manso, pertence a
familia Euphorbiaceae e é comumente encontrada em regides da América do Sul,

7

Africa e Asia. A planta é classificada como uma &arvore pequena ou um arbusto
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grande (Figura 4a) que apresenta geralmente de 3 a 6 m de altura (embora em
condi¢cdes favoraveis possa alcancar de 8 a 10 m de altura) e passou a ter
importancia econdbmica em areas de clima e solo extremos devido a sua resisténcia
a seca (KUMAR; SHARMA, 2006). Praticamente todas as partes da planta sao
usadas na medicina natural, por exemplo, em algumas regides da Africa e da
Maldsia as folhas sdo usadas como purgativo; nas Filipinas contra diarreia; em
Camardes como remeédio contra reumatismo, ictericia, entre outros. O 6leo obtido
das sementes (Figura 4b) é utilizado na fabricacdo de sabdes e como fonte de
energia (STAUBMANN et al., 1999). Além disso, a presenca de substancias toxicas
como ésteres de forbol é apontada como uma vantagem no uso desta planta na
producdo de biodiesel, uma vez que nao entraria em conflto com producdes
destinadas a industria de alimentos (GU et al., 2010). Atualmente, o0 interesse em
investimentos na plantacdo de J. curcas deve-se as suas potencialidades
energeéticas. Suas sementes podem ser processadas para extracdo de 6leo que
pode ser usado para producdo de biodiesel (SHARMA; DHAMIJA; PARASHAR,
2012).

Figura 4. (a) Arvore Jatropha curcas e (b) suas sementes.

(a) (b)

Fonte: http://shop.theplantattraction.com/Jatropha-Curcas-Tree-Bio-Diesel-Fuel-Source-Physic-Nut-5-

Seeds-S-Jatropha-Curcas.html

1.2.2.1 Lipase de Jatropha curcas

Lipases de eucariotos, como de plantas, estdo envolvidas em muitos estagios do
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metabolismo de lipideos, incluindo digestédo, absorcao, restituicdo de gorduras, além
de papel no metabolismo de lipoproteinas (BALASHEV; JENSEN; BJORNHOLM,
2001).

Nas plantas, as lipases sdo encontradas em tecidos que servem como reserva
de energia. O mecanismo de interacdo entre lipases e lipideos ainda néo esta
totalmente claro e é objeto de intensa investigagdo, como descrito por Balashey;
Jensen e Bjornholm (2001).

As pesquisas com esta classe enziméatica estédo relacionadas principalmente em
caracterizagOes estruturais, elucidagdo do mecanismo de acdo, determinacéo de
parametros cinéticos, sequenciamento e clonagem dos seus genes (SHARMA et al.,
2001) e tentativas no sentido de melhorar as propriedades das lipases ja conhecidas,
por exemplo, usando evolucao direcionada (POWELL et al., 2001).

Uma lipase de planta de grande interesse € a de pinhdo manso, Jatropha curcas.
Ela foi relativamente pouco estudada, sendo encontrada nas sementes dormentes e
apos terem sido germinadas (ABRIGOR et. al.,, 2002), embora Staubmann et al.
(1999) tenham encontrado atividade desta enzima apenas em sementes germinadas.
Ambos os autores conseguiram realizar apenas a purificacdo parcial desta enzima.
Nos experimentos realizados por Staubmann et al. (1999), a atividade lipolitica
durante a etapa de hidrolise dos substratos testados tem uma ligeira preferéncia
pela hidrolise do acido gama-linoleico. No que diz respeito as reacdes de
transesterificacdo, a eficiéncia deste processo foi maior em uma atividade de agua
reduzida, quando comparada com a do preparado comercial denominado Lipozyme.
Isto possivelmente esta relacionado a semelhanca da atividade da agua no meio
reacional destes experimentos com aquela encontrada nas sementes durante o
processo de germinacdo. Abrigor et al. (2002) relatam que as sementes formam
germinadas sob Iluz ambiente a aproximadamente 25 °C por seis dias.
Diferentemente do encontrado nos primeiros experimentos descritos acima, neste
caso a atividade lipolitica foi maior para triacilglicerdis com acidos graxos de cadeia
longa. Além disso, a velocidade da reacdo foi maior quando substratos monoacil
foram usados em relacdo aqueles diacil e triacilglicerol. Outros estudos realizados
com esta lipase destinados ao desenvolvimento de novos processos de producéo de
biodiesel estdo relacionados a sua imobilizacdo em procedimentos mistos

enzimatico/quimico (SOUSA et al., 2010). Neste caso, 0s autores encontraram uma
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excelente capacidade de hidrolise de diferentes matérias-primas para producdo de
biodiesel. Além disso, o glicerol resultante da etapa de hidrélise, que constitui um
residuo em processos de producédo de biodiesel, apresentou grau de pureza elevado
(geralmente este residuo apresenta metanol como contaminante e pH alcalino
proveniente dos catalisadores usados em procedimentos convencionais), tornando
possivel sua utilizacdo em alimentos, cosméticos, farmacos, entre outros (SOUSA et
al., 2010). Motivados pelas dificuldades encontradas em processos convencionais
de producdo de biodiesel, Gu et al.,, (2010) utilizaram a tecnologia de extracao
reativa auto catalisada, onde as sementes de J. curcas germinadas servem como a
fonte de 6leo e de catalisador (lipase). Desta forma, as complicacdes decorrentes da

extracao e purificacdo sdo reduzidas, bem como o custo global da producéo.

1.2.3 Triose fosfato isomerase

Triose fosfato isomerase (E.C. 5.3.1.1; TIM) é uma enzima encontrada na via
glicolitica responsavel por realizar a conversdo estereoespecifica da di-
hidroxiacetona fosfato (DHAP) em D-gliceraldeido-3-fosfato (D-GAP). A reacado se
processa sem a intermediacdo de cofatores ou ions metélicos. Nesta reacdo, uma
ligacdo C-H precisa ser quebrada. Assim como em muitas outras reagfes bioldgicas,
o referido atomo de carbono encontra-se adjacente a um grupamento carbonila
(neste caso, do grupo cetona da DHAP) (WIERENGA et al., 2010). O mecanismo
para a reacao de isomerizacao de DHAP em D-GAP é mostrado na Figura 5. A partir
dos estudos de Rose e O Connell, (1969), pdde-se concluir que a base capaz de
realizar a abstracdo do proton da DHAP deveria ser um residuo de aminoéacido de
cadeia lateral acidica. De La Mare et al. (1972), comprovaram, a partir de estudos
realizados com a TIM de musculo de galinha, que este residuo é o Glu'®’. Além
disso, dois fatores importantes em sua estrutura séo a possibilidade de estabilizacao
eletrostatica dos anions gerados e de exclusédo do solvente (GO, 2010; LOLIS, 1990).
A manutencédo da atividade da triose fosfato isomerase é de impotancia critica para
o funcionamento apropriado das células humanas, resultando em uma doenca grave
quando esta apresenta decréscimo de atividade (a deficiéncia de triose fosfato
isomerase), como pbéde ser observado nos estudos realizados por Orosz et al.

(2009). Por isso, torna-se importante o estudo da estrutura da enzima de N. guberi a
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fim de procurar diferengas e/ou similaridades com outras TIMs de diferentes

organismos, que possam servir para esclarecer aspectos evolutivos das espécies.

Figura 5. Mecanismo para a reagdo de isomerizacdo da DHAP em D-GAP por uma enzima triose

fosfato isomerase.
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Fonte: O autor.

1.2.4 Naegleria gruberi

O microrganismo Naegleria gruberi € um protista heterotréfico de vida livre
comumente encontrado em ambientes aerébicos e microarebbicos em agua potavel
e solos umidos. Sua forma predominante € a amebdide que pode se reproduzir a
cada 1,6 horas quando se alimenta de bactérias, além de apresentar também as
formas flagelada e cistica (FULTON, 1993; FULTON, 1970). Os referidos estagios
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morfologicos sdo mostrados na Figura 6.

Figura 6. Estagios assumidos pelo microrganismo Naegleria gruberi. Na parte superior encontra-se a
forma ameboide (com destaque para um pseudépodo); na parte inferior esquerda, a forma cistica
(com destaque para 0s poros presentes no cisto) e, na parte inferior direita, a forma flagelada (com
destaque para seus dois flagelos). As possiveis interconversdes entre as formas estdo mostradas

com setas de duas pontas.

Fonte: Fritz-Laylin et al. (2011).

N. gruberi ndo apresenta risco para a saude humana, entretanto, o género
Naegleria inclui o microrganismo N. fowleri, que, embora viva em fontes de agua
aquecidas e em ambientes de forma semelhante a N. gruberi, pode também agir
como um patdégeno oportunista em humanos, causando uma doenca quase sempre
fatal, a Meningoencefalite Amebiana Primaria (MAP) (VISVESVARA; MOURA;
SCHUSTER, 2007). Os sintomas iniciais aparecem cerca de cinco dias apds a
infecgcdo e incluem dores de cabeca, febre, ndusea e vomito. Entre os sintomas
tardios apresentados pelo infectado estdo: enrijecimento do pescogo, confuséo
mental, falta de atencdo nas pessoas e nos arredores, perda de equilibrio,

convulsdes e alucinagédo (CDC, 2016). Ap6s o aparecimento dos sintomas iniciais, a
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enfermidade evolui rapidamente e o infectado entra em Obito em cerca de cinco dias
(podendo variar de um a doze dias).

Ha poucos anos, foi realizado o sequenciamento completo do genoma de N.
gruberi, gerando a possibilidade de pesquisas no desenvolvimento de drogas com
acdo contra a espécie patogénica relacionada N. fowleri (OPPERDOES; DE
JONCKHEERE; TIELENS, 2011). Neste sentido, a resolucdo de estrutura
tridimensional desta proteina pode ser de grande valia para o conhecimento de

elementos envolvidos no seu processo catalitico.

1.2.4.1 Triose fosfato isomerase de Naegleria gruberi

Até o momento, ndo ha estudos de caracterizacdo da triose fosfato isomerase
de N. gruberi, tendo em vista que seu gene codificante ainda é considerado como
preditivo da proteina. No que diz respeito ao seu papel no metabolismo deste
organismo, as informacdes disponiveis que se encontram no trabalho de Opperdoes;
De Jonckheere e Tielens (2011), que é baseado no genoma de N. gruberi
sequenciado por Fritz-Laylin et al. (2011), sdo apenas de cunho especulativo e
necessitam confirmagdo experimental. Um esquema da parte citossélica da via

glicolitica de N. gruberi é reproduzida na Figura 7.
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Figura 7. Esquema da via glicolitica de Naegleria gruberi mostrando as principais etapas. A agdo da Triose fosfato isomerase se da na interconversao

indicada pelo nimero 10.
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2 Técnicas utilizadas

2.1 Obtencéo das proteinas por meio de expresséo heteréloga

Denomina-se expressdo heterdloga a técnica utilizada para expressar uma
proteina em um organismo diferente daquele de onde a mesma tem origem. Dentre
0s sistemas mais comumente utilizados para expressao heterdloga, destacam-se as
células bacterianas de Escherichia coli. Este sistema € caracterizado por apresentar
maior rendimento, rapidez de biossintese, baixo custo e a possibilidade de realizar
producdes desde pequena a grande escala (LEITE et al., 2001). Por outro lado,
Twyman et al. (2003), afirmam que podem existir desvantagens nestes sistemas
devido a necessidade de modificacdes pods-traducionais complexas que necessitem
da manutencdo de suas estruturas originais integras, sem adicdo e remocdo de
residuos de aminoacidos, que possam comprometer sua funcédo e especificidade
naturais.

Para podermos utilizar a expressao heterdloga, o gene que codifica a proteina
de interesse deve ser inserido em um fragmento de DNA denominado de plasmideo
(isto é, um tipo de DNA encontrado em células bacterianas que atua
independentemente do DNA gendmico, conferindo ao organismo que o detém
alguma caracteristica que aumente sua capacidade de sobrevivéncia em relacéo
aos demais, por exemplo, resisténcia a antibiéticos). Os plasmideos podem ser
modificados geneticamente para incorporar, além de um gene de resisténcia a
antibiético que lhes confere capacidade de selecdo, uma regido de policlonagem
com sitios de enzimas de restricdo, para inserir DNAs de qualquer origem, e uma
origem de replicacdo para que ele possa ser replicado dentro da célula. A selecéo
dos organismos contendo o plasmideo que carrega o gene de interesse é feita por
meio da adicdo do antibiético especifico ao meio de cultura, em uma concentracdo
que permita a diferenciagdo entre as células transformadas (que contem o
plasmideo, entdo resistentes ao antibiético) das ndo transformadas (sensiveis ao
antibiotico). Alguns plasmideos podem conter promotores de transcricdo fortes para
expressar proteinas dentro de outros organismos, sendo chamados assim de

plasmideos de expressao (SILVA, 2001).



30

2.2 Cromatografia de afinidade e por excluséo por tamanho

Apoés a determinacdo da forma de obtencdo da proteina a ser estudada (de
origem natural ou de expressdo heter6loga), é necessario separa-la das demais e
para isso existem diversas técnicas de separacdo e purificacdo. Duas técnicas de
grande importancia para a purficacdo de proteinas sdo as cromatografias de
afinidade e por exclusdo de tamanho (ou filtracdo em gel). As técnicas
cromatograficas, de forma geral, exploram caracteristicas das proteinas com
diferenca de tamanho, carga elétrica, afinidade de ligacdo, entre outras.
Basicamente, compreende um material sélido poroso, denominado fase estacionéria,
que possui propriedades quimicas adequadas e é mantido encerrado em uma
coluna. Faz-se percolar um solvente/solucéo pela fase estacionaria e, em seguida, a
solucdo de poteinas. A migracdo de cada proteina sera diferente e dependera das
propriedades de cada uma no que diz respeito a interacdo com a fase estacionaria
(STRYER; TYMOCZKO; BERG, 2004).

2.2.1 Cromatografia de afinidade por ions Ni?*

Neste método, as proteinas sdo separadas levando-se em consideracdo sua
especificidade de ligacdo pela fase estacionaria que contem ions niquel(ll)
complexados a um polimero. A ligacdo torna-se possivel devido a presenca de
residuos de histidina presentes na proteina. Atomos de nitrogénio do anel da cadeia
lateral da histidina completam a esfera de coordenacdo dos fons Ni** por
complexacdo, retendo a proteina de interesse enquanto as demais, por nao
possuirem afinidade tdo grande pela fase estacionaria, sdo eluidas da coluna. A
diferenca de afinidade entre a proteina alvo e as demais é conseguida na etapa de
clonagem, onde utiliza-se um plasmideo que codifica uma regido com varias
histidinas (tipicamente seis residuos), além da sequéncia de aminoacidos de
interesse. Em seguida, a proteina alvo é eluida da coluna usando-se uma solucao

contendo imidazol (STRYER; TYMOCZKO; BERG, 2004).
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2.2.2 Cromatografia por excluséo por tamanho

Esta técnica, também conhecida como filtracdo em gel, proporciona a separacao
das proteinas com base em seus diferentes tamanhos. A fase estacionaria é
composta por um polimero contendo liga¢des cruzadas de forma a produzir poros de
tamanho especifico. As proteinas maiores migram mais rapidamente pela fase
estacionaria por serem incapazes de penetrar nos poros das esferas da fase
estacionaria; ocorre 0 oposto com as memores, 0 Seu movimento sofre um retardo a
medida que seguem por um caminho mais tortuoso ao penetrar nos poros da fase
estacionaria. Dessa forma, as proteinas maiores sdo eluidas nas fragdes iniciais
(STRYER; TYMOCZKO e BERG, 2004).

2.3 Eletroforese

Uma importante técnica de separacéo e identificacdo de proteinas, por meio de
sua migracdo em campo elétrico, € a eletroforese. Constitui-se em um método
analitico especialmente Gtil que permite inclusive a determinacéo do peso molecular
aproximado de proteinas. A eletroforese de proteinas é geralmente executada em
géis de um polimero com ligacdes cruzadas, por exemplo, a poliacrilamida. O gel
age como uma peneira molecular, dificultando a migracdo da proteina na propor¢ao
aproximada da razdo entre carga e massa ou refletindo somente a massa da
proteina. Em alguns casos, a migracdo também é afetada pela forma da proteina.

A velocidade de migracao no gel v é dada pela equacgéo abaixo (Equacéao 1):

V=— Equacéo 1

Onde:

v € a velocidade de migracao, E é a intensidade do campo elétrico, z € a carga
total da proteina e fé o coeficiente de atrito.

Em um dos métodos eletroforéticos, usado para determinar a pureza e 0 peso
molecular, utiliza-se o detergente dodecilsulfato de sodio (SDS). O SDS liga-se as

proteinas em quantidades aproximadamente proporcionais ao peso molecular da
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proteina, de forma que o detergente contribui com uma carga liquida negativa
grande em relacdo a carga da proteina. A razdo carga/massa para a maioria das
proteinas torna-se a mesma, fazendo com que elas possam ser separadas quase
exclusivamente com base em suas massas, com aquelas de menor massa migrando
mais rapidamente (STRYER; TYMOCZKO; BERG, 2004).

2.4 Dosagem de proteinas

A quantificac@o do teor de proteinas em solucao pode ser feita empregando-se
diferentes métodos, um dos mais usados é o método de Bradford (BRADFORD,
1976).

A base do método é a capacidade de ligacdo do corante Coomassie G-250 a
residuos de aminoéacido contendo grupos funcionais basicos ou aromaticos. A
ligacdo a proteina ocorre em cerca de dois minutos e dura por duas horas. Na
condicdo da reacdo, a interacao entre proteina e corante ocorre de forma a deslocar
o equilibrio de dissociacdo do corante para sua forma anidnica, que absorve
radiacdo majoritariamente no comprimento de onda de 595 nm, sendo este o
comprimento de onda entdo usado nas leituras de absor¢do das amostras (ZAIA,
ZAIA; LICHTIG, 1998).

2.5 Cristalizacéo de Proteinas

Para que seja possivel o estudo estrutural usando a técnica de difracdo de
Raios X é necessario cristalizar a proteina alvo.

A formacédo e o crescimento de um cristal de proteina demanda alcancar uma
condicdo de supersaturacdo na solugcéo que se encontra. Isso pode ocorrer quando
faz-se o0 solvente evaporar lentamente ou pela alteracdo de parametros como:
temperatura, pH, forca ibnica ou presenca de aditivos que auxiliem a agregacéo da
proteina na forma cristalina. Uma macromolécula biol6gica segue as mesmas leis
termodinamicas de qualquer outro tipo de molécula inorganica ou organica no que
se refere a supersaturacdo, nucleacdo e crescimento de cristais (BOISTELLE;
ASTIER, 1988).

Existem varias possibilidades de levar a solugcdo da proteina a saturagéo, uma
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delas é a técnica de difusdo de vapor. Na sua forma mais comumente utilizada, a da
difusdo de vapor em gota suspensa (Figura 8), alguns poucos microlitros da solucao
da proteina sdo misturados com igual volume de uma solucéo precipitante presente
no reservatorio. Esta gota é montada na superficie de uma laminula de vidro
previamente siliconizada que cobre e sela o reservatério. A mistura na gota possui
uma concentragdo menor que a da solucdo no reservatério, portanto, a agua
evapora da gota para o reservatorio. Como resultado, as concentracfes da proteina
e do precipitante aumentam até o limite de solubilidade da proteina ser excedido; a
solugéo torna-se supersaturada, nucleagéo e separagao de fase comegcam a ocorrer
e os cristais podem ser formados (RUPP, 2010).

Figura 8: Esquema da montagem para experimento de cristalizagédo pelo método da gota suspensa.

Laminula de vidro selada com
graxa de silicone

Gota

Solugdo precipitante

Fonte: O autor.

2.6 Difragao de Raios X

O procedimento experimental mais comum de se obter uma imagem detalhada
da estrutura de uma macromolécula, permitindo uma resolucdo dos seus atomos
individuais, é interpretar a difracdo sofrida por Raios X a partir de muitas moléculas
idénticas em um arranjo ordenado como em um cristal. Este método é conhecido
como Cristalografia de Raios X de Monocristal (RHODES, 2000).

O cristal € colocado entre uma fonte de Raios X e um detector apropriado,
ficando no caminho de um feixe estreito de Raios X provenientes da fonte. A forma
mais simples de detector € um filme que, quando revelado, exibe pequenas areas
enegrecidas (spots), correspondentes aos pontos onde os feixes de Raios X que
emergiram do cristal atingiram-no e o impressionaram. Estes spots sdo chamados
de reflexdes porque os feixes emergem do cristal como se tivessem sido refletidos

por planos de atomos que o constituem, e o conjunto destes spots é chamado de
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padréo de difracéo.

Uma vez que o espacamento da rede real (a rede cristalina) € inversamente
proporcional ao das reflexdes, as dimensdes da cela unitaria podem ser calculadas a
partir do espacamento observado na rede reciproca, ou seja, na imagem obtida por
difracdo de Raios X (BLOW, 2005).

2.6.1 Lei de Bragg

A explicacdo do fendmeno de difracdo pode ser feita pela Lei de Bragg.
Segundo esta lei, o angulo com o qual um feixe de Raios X emerge do cristal (raio
difratado) pode ser determinado tratando o fendbmeno como uma reflexdo por meio
de um conjunto de planos atémicos equivalentes paralelos entre si. W. L. Bragg
demonstrou que a difracdo ocorre quando a diferenca da distancia percorrida pelos
raios incidentes é igual a um multiplo do comprimento de onda da radiag&o incidente.
A diferenca da distancia depende do angulo de reflexdo e do espacamento entre os
planos, segundo a equacédo da Lei de Bragg (Equacéo 2) (BLOW, 2005; RHODES,
2000) (Figura 9):

Figura 9: Caminho percorrido pelos Raios X ao incidirem sobre um material cristalino na condigdo de
difracéo.
raio
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Fonte: wiki.stoa.usp.br/Usuario:Clovisdsn.

2d senf = nA Equacéo 2
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2.6.2 Fator de estrutura

No padrédo de difracdo, cada spot da imagem gerada é produzido por um feixe
difratado (que é a soma de todas as ondas “refletidas” por um grupo de planos de
atomos) que possui uma amplitude e fase.

A expressdo que define o fator de estrutura para cada reflexdo é dada pela

Equacéao 3:

Fhkl — ZJnZIfjeZni(hxj+kyj+lzj) Equagéo 3

Nesta expresséo, fj € o fator de espalhamento atdmico e a soma é realizada
sobre todos os atomos da célula unitaria. A variavel fator de espalhamento atémico
nos fornece a quantidade de radiacao sera espalhada por um atomo em uma dada
direcdo. Quando sédo conhecidas as fases e amplitudes de todos os fatores de
estrutura, é possivel calcular a transformada de Fourier inversa, fornecendo a
densidade eletrbnica do cristal, como mostrado pela equacdo abaixo (Equacéo 4)
(BLOW, 2005):

p(x,y,2) = %Ehle(hkl)e[‘Z”i(h“"y”l)] Equacao 4

2.6.3 O problema das fases

As imagens coletadas durante o experimento de difracdo fornecem as
intensidades dos raios difratados, mas ndo apresentam qualquer informacdo a
respeito das fases das ondas que compdem estes raios. Isso impossibilita-nos de
calcular a densidade eletronica diretamente. Existem métodos para resolver este
problema como a Substituicdo Isomoérfica (onde sédo produzidos os chamados
derivados isomorficos por meio da introducdo de metais de elevada massa atdémica
no cristal de proteina) e a Substituicdo Molecular (um dos mais utilizados atualmente

e brevemente discutido a seguir) (RUPP, 2010).
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2.6.4 Processamento das imagens

Encerrado o procedimento de coleta dos dados de difracdo de Raios X, o
conjunto de imagens obtido guarda a informacdo do modulo dos fatores de estrutura
em cada um dos spots que formam o padrao de difracdo sob a forma da intensidade
de cada ponto. Esta intensidade é dada pelo grau de enegrecimento do spot. A
obtencdo das intensidades a partir de cada reflexdo é possivel pelo emprego de
programas computacionais como MOSFLM e XDS, responsaveis por fazer a
integracdo dos spots. Em seguida, realiza-se a indexacao, onde sédo determinadas
informacdes como os parametros da célula unitaria, grupo de espaco, mosaicidade,
etc. A terceira operacdo constitui-se do escalonamento, feito através de programas
como XSCALE. Esta etapa € necesséria porque cada imagem apresenta
intensidades em diferentes escalas devido a variagdes da radiacdo incidente,
portanto, deve-se atribuir um fator de escala para cada uma delas a fim de tornar

possivel a comparacao entre os fatores de estrutura obtidos.

2.6.5 Substituicdo Molecular

Neste método, utiliza-se a estrutura de uma proteina conhecida, com a maior
identidade possivel no que diz respeito a sequéncia de aminoacidos e
consequentemente provavel estrutura parecida, como modelo de partida, para que
fases aproximadas possam ser calculadas para o padrdo de difracdo da proteina
desconhecida. Essa estrutura, modelo inicial, é entdo colocada dentro da célula
unitaria obtida experimentalmente para a proteina alvo, de modo que as fases
possam ser calculadas. A estimativa da orientacdo e posicdo do modelo inicial é
decomposta em dois componentes: a rotacdo tridimensional da molécula na
orientacdo correta e translacdo no espaco tridimensional da mesma orientada na
posicéo correta (BLOW, 2005).

2.6.6 Refinamento

No processo de refinamento realiza-se o ajuste do modelo a densidade

eletrbnica obtida experimentalmente. Neste procedimento, um dos objetivos é
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melhorar a concordancia entre os fatores de estrutura calculados (Fcac) € os fatores
de estrutura observados (Fops), por meio da variacdo de parametros como posi¢coes
atdbmicas, fatores de temperatura, angulos de ligacdo, entre outros. Uma maneira de
acompanhar o avanco do refinamento é pelo calculo dos indices Rtactor € Riree; @baixo

esta descrita a forma como estes indices séo obtidos (Equacéo 5).

R _ Z'h(|F0bs|—|Fcalc|)
factor Zn|Fopsl

Equacdo 5

O Riee € calculado da mesma maneira que Riucor Mas, para esse indice, é
separado um conjunto com cerca de 5 a 10% de todos os fatores de estrutura, que
nao € usado no processo de refinamento; desta forma o progresso do refinamento
pode ser julgado sem haver tendenciosidades nas fases das reflexfes, densidades

eletrdnicas apés cada ciclo de refinamento.

2.6.7 Validacao

A validacdo é a etapa na qual se faz a avaliacdo da qualidade do modelo final
como um todo; busca-se estimar erros ao olhar para regifes locais, levando em
consideracao diversos parametros estereoquimicos. Uma das ferramentas utilizadas
para a validacdo € o programa PROCHECK (LASKOWSKI et. al., 1993), onde séo
avaliados parametros como angulos planos, comprimento das ligacdes, a
planaridade dos anéis da cadeia lateral, a quiralidade, as conformac6es das cadeias
laterais, impedimento estérico e avalia a qualidade do grafico de Ramachandran. O
grafico de Ramachandran permite determinar se 0os aminoacidos encontram-se em
posicdes energeticamente favoraveis ou ndo. Além disso, deve-se verificar a
interacdo do modelo com moléculas ou ions que sao constituintes do meio em que o
modelo esta inserido; esta analise pode ser feita com o programa WHATCHECK
(FILHO et al., 2003).
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2.7 Dicroismo Circular (CD)

A técnica de dicroismo circular se baseia na absorcéo diferencial de radiacéo
eletromagnética circularmente polarizada. A luz polarizada no plano pode ser
concebida como sendo constituida por duas componentes circularmente polarizadas
de iguais intensidades (uma com rotacao no sentido anti-horério, denominada L, e
outra com rotacdo no sentido horario, denominda R). Ao passar pela amostra, o
feixe de radiacdo teria a mesma polarizacdo se suas componentes fossem
absorvidas na mesma intensidade ou se elas ndo sofressem absorgéo. Entretanto,
se uma das suas componentes é absorvida em extensdo diferente da outra, diz-se
gue a radiacdo € elipticamente polarizada. Quando uma substancia é composta por
moléculas quirais, um sinal de dicroismo circular podera ser medido por umas das
seguintes razdes: (a) o cromoforo € intrinsecamente quiral, como um atomo de
carbono com quatro substituintes diferentes; (b) esta covalentemente ligado ao
centro quiral em uma molécula ou (c) esta disposto em um ambiente assimétrico em
virtude do arranjo tridimensional adotado pela molécula. Este sinal é (obtido em um
espectropolarimetro) a medida da diferenca na absorgcéo entre as componentes L e
R (AA = AL - Ar). Geralmente se expressa o sinal em termos da elipticidade (em
graus) 6 = tan’}(b/a), onde b é o menor vetor (L) e a é o maior vetor (R), na Figura 10.
Um espectro de dicroismo circular € obtido quando o sinal de dicroismo é medido
em funcdo do comprimento de onda (KELLY; JESS; PRICE, 2005).

Figura 10. Efeito de absorc¢éo diferencial das componentes anti-horéria (L) e horéaria (R) da radiacdo
eletromagnética. A linha tracejada indica o trajeto do vetor (radiacdo) resultante (elipticamente

polarizada).

Fonte: O autor.
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3 Objetivos

3.1 Objetivo Geral:

— Realizar estudos estruturais da lipase de pinhdo manso, Jatropha curcas,
e da triose fosfato isomerase de Naegleria gruberi.

3.2 Objetivos Especificos:

— Obter via expressao heterdloga a lipase de pinhdo manso, Jatropha
curcas;

— Obter via expressdo heter6loga a triose fosfato isomerase de Naegleria
gruberi;

— Superexpressar, purificar, e determinar a estrutura tridimensional da
enzima lipase de Jatropha curcas;

— Superexpressar, purificar e determinar a estrutura tridimensional da

enzima triose fosfato isomerase de Naegleria gruberi.
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4 Materiais e Métodos
4.1 Meios de cultivo e aditivos

Os meios para cultivo das bactérias foram preparados segundo Sambrook;
Fritsch e Maniatis, (1989) e apresentavam as seguintes composic¢oes:

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

— Ampicilina: dissolvida em agua ultrapura para uma concentracao estoque
de 100 mg mL™;

— Isopropil-B-D-tiogalactosideo (IPTG): 1 g de IPTG em 5 mL de agua
ultrapura para concentracdo estoque de 0,8 mmol L™;

— Meio sélido: 2xYT contendo 15 g L™ de &gar;

— SOC pH 7,0 (1 L): 20 g de triptona, 5 g de extrato de levedura, 0,5 g de
NaCl, 10 mL de solugéo 250 mmol L™ de KCI, 5 mL de soluc&o 2 mol L™
de MgCl, e 20 mmol L™ de glicose.

4.2 Programas computacionais

Os programas e servidores utilizados foram: a) TCOFFEE (NOTREDAME;
HIGGINS e HERINGA, 2000) e BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) (PARK
et al., 2012), para alinhamento da sequéncia de amino &cidos; b) para o trabalho
cristalografico, XDS (X-ray Detector Software) (KABSCH, 2009), CHAINSAW no
modo MAXI (STEIN, 2008 ) para gerar um modelo com a maior conservacao de
atomos possivel entre da NgTIM e AtTIM para a substituicdo molecular, PHASER
(McCOY et al., 2007), Phenix.refine (AFONINE et al., 2005), COOT (EMSLEY et al.,
2004); c) para predicdo de massa molecular das enzimas, ProtParam (GASTEIGER
et al., 2005).

4.3 Producao e expresséao das enzimas

Apbs a realizacdo de uma busca no site do National Centrer for Biotechnology

Information (NCBI), verificou-se a disponibilidade do gene codificador da lipase da
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espécie Jatropha curcas; verificou-se também que ndo existia a estrutura
tridimensional desta enzima depositada no Protein Data Bank (PDB). A sequéncia
de amino acidos da lipase foi submetida a analise pelo servidor XTalPred
(SLABINSKI et al., 2007) que indicou uma reduzida probabilidade de cristalizacédo da
lipase devido as por¢des N e C-terminal. Diante disto, 26 residuos iniciais e 8 finais
foram deletados da sequéncia. Em seguida, a sintese do gene codificante da nova
sequéncia truncada foi encomendada a empresa Genscript (a clonagem foi realizada
no plasmideo pET15b) em uma construcdo que permite obter a enzima com seis
residuos de histidina na regido N-terminal. O plasmideo pET15b, recombinante,
contendo o gene codificante da lipase de Jatropha curcas (JcLip), foi inserido em
células de bactérias E. coli BL21-DES, por eletroporagéo (técnica de transformacao
onde as células sdo submetidas a um campo elétrico para produzir poros em suas
membranas e permitir a insercdo de plasmideos). O mesmo procedimento foi
adotado para a triose fosfato isomerase de N. gruberi, entretanto, neste caso néao foi
necessario excluir nenhum amino acido da sequéncia ao se planejar o gene a ser
sintetizado.

As células transformadas por eletroporacdo foram deixadas sob agitacdo a 250
rpm e 37 °C por 1 h em 1 mL de meio SOC; em seguida, as células foram inoculadas
em meio sélido suplementado com ampicilina 5 pg mL™ por 16 h a 37 °C.

Foram selecionadas cinco coldnias e suas células foram propagadas em 5 mL
de meio 2xYT suplementado com ampicilina a uma concentracéo final de 5 ug mL* e
mantido sob agitacdo a 185 rpm, 37 °C por 16 h. As células foram armazenadas em
50% de glicerol a temperatura de -20 °C para uso posterior.

Foi realizado teste de expressdo para as cinco colbnias escolhidas
anteriormente, usando temperaturas de 20 °C e 37 °C, por 4 h e 16 h; para cada
combinagdo de tempo e temperatura o indutor IPTG foi adicionado nas seguintes
concentracdes: 0,1 mmol L™*; 0,2 mmol L™; 0,3 mmol L™; 0,4 mmol L™; 0,5 mmol L™
e 1,0 mmol L. N&o foram realizados testes de expressdo para a triose fosfato
isomerase; para sua superexpressao utilizou-se temperatura de 37 °C por 16 h e o
indutor IPTG a uma concentracgéo de 0,1 mmol L™. Foram utilizados 2 L de meio de
2xYT suplementados com ampicilina a uma concentracéo final de 5 ug mL™.

Para a expressao da enzima JcLip, foi preparado novo in6culo em 2 L do meio

2xYT, a partir do resultado do teste de expressao.
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4.4 Extracdo da enzima lipase de Jatropha curcas

Os meios de cultura num volume de 2 L contendo as células apoés inducao foram
centrifugados a 7000 x g por 20 minutos a 4 °C. O sobrenadante foi descartado e 0
pellet de células foi ressuspendido em 40 mL da solucao tampéao de lise (Tris-HCI a
30 mmol L, NaCl a 150 mmol L™, pH 7,9). Esta suspenséo foi lisada por sonicacdo
por 10 vezes de 30 s, entremeadas por repouso por 30 s. O procedimento de lise foi
realizado a temperatura de proxima de 0 °C. Posteriormente, o lisado foi
centrifugado a 15000 xg por 1 h a 4 °C e o sobrenadante foi utilizado para

cromatografia.

4.5 Modelagem por homologia

A busca por sequéncias similares a de JcLip foi realizada utilizando-se a
ferramenta BLAST, por apenas as existentes no PDB (Protein Data Bank). As
sequéncias foram entédo alinhadas com o programa CLUSTALW (CHENNA, 2003) e
sao representadas com o programa ALINE (BOND; WOLFGANG; SCHUTTELKOPF;
2009). Este alinhamento, juntamente com os arquivos de coordenadas do PDB das
homologas, foi usado pelo programa MODELLER (SALI; BLUNDELL, 1993) para
construgdo de 1000 modelos iniciais, otimizados internamente por dinamica
molecular. Os modelos foram avaliados pelos métodos DOPE (SALI; SHEN, 2006),
GA341 (BINO; SALI, 2003) e pelo grafico de Ramachandran gerado usando o
programa PROCHECK (LASKOWSKI et al, 1993).

4.6 Extracdo da enzima triose fosfato isomerase de Naegleria gruberi

Terminado o tempo de inducéo, o volume de 2 L de meio 2xYT foi centrifugado a
7000 x g por 20 minutos a 4 °C. O sobrenadante foi descartado e o pellet de células
foi ressuspendido em 40 mL da solugao tampé&o de lise, contendo lisozima a uma
concentraco final de 2,5 mg mL™. A mistura foi mantida sob agitacéo a temperatura
de 4 °C por 40 min. Em seguida, esta suspensao foi submetida a 10 sucessivos
processos de congelamento e descongelamento em nitrogénio liquido. Apds a lise

celular, a amostra foi centrifugada a 15000 x g por 1 h a 4 °C. O sobrenadante foi
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usado para a etapa de purificagcdo cromatogréfica.
4.7 Purificacdo por cromatografia de afinidade

Aliquotas de 10 mL do sobrenadante contendo as proteinas soluveis obtido na
etapa anterior foram injetadas em uma coluna cromatogréafica com fase estacionaria
de resina com fons Ni**. Uma coluna com volume de 5 mL foi previamente
equilibrada com 15 mL da solucéo tamp&o de lise a um fluxo de 1 mL min™ (este
fluxo mantido durante as demais etapas). A etapa de lavagem para retirada das
proteinas com ligacao fraca a resina foi realizada com 15 mL do tampé&o de lavagem
(Tris-HCI a 30 mmol L*, NaCl a 150 mmol L™?, imidazol 10 mmol L™ pH 7,9). A
eluicdo da enzima recombinante foi realizada usando um gradiente do tamp&o de
lavagem e do tamp&o de eluicdo (Tris-HCI a 30 mmol L™, NaCl a 150 mmol L%,
imidazol 500 mmol L™ pH 7,9).

As fracdes provenientes da cromatografia foram analisadas por eletroforese em
géis de poliacrilamida a 12% (SDS-PAGE) em condi¢cfes desnaturantes (LAEMMLLI,
1970), corridas sob tensdo constante de 180 V. Foram tomadas aliquotas de 20 uL
das fracdes eluidas que foram entdo dissolvidas em tampao de amostra para SDS-
PAGE na proporcdo de 1:1 e aquecidas a aproximadamente 98 °C por 10 min. A
coloracdo do gel foi realizada com o corante Coomassie R-250 (10% (V/V) de acido
acético glacial, 0,25% (m/V) de azul de Coomassie R-250 e 45% (V/V) de metanol).

4.8 Dosagem proteica

A medida da concentracdo das enzimas foi realizada por medida de absorbancia
em comprimento de onda 595 nm através do método de Bradford (BRADFORD,
1976). A curva de calibracdo foi construida utilizando-se albumina sérica bovina
(BSA) como padrao na faixa de concentracdes de 0,002 mg mL™ a 0,020 mg mL™.

4.9 Ensaios de cristalizacéo

Inicialmente, a solucdo de proteina purificada foi concentrada a 7 mg mL™ em

concentradores Centricon (com corte de massa molecular de 10 kDa) por
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centrifugacéo a 3800 x g a 4 °C.

Os ensaios de cristalizagdo foram conduzidos usando a técnica de difusdo de
vapor em gota suspensa (RUPP, 2010) em placas de cristalizacdo de 24 pocos.
Cada condicéo de cristalizagéo foi construida utilizando-se 500 uL da solugéo para o
reservatorio; cada gota foi montada manualmente na Universidade Estadual de
Ponta Grossa (UEPG) e continha 2 yL da solugédo do reservatorio (pogo) e 2 uL da
solucdo de proteina. As condicbes (solugcdes precipitantes) foram obtidas
comercialmente sob a forma de kits: Morpheus; Midas; JCSG Screen; Clear Strategy
Screen; PGA Screen, todos do fabricante Molecular Dimensions (EUA, Florida,
Orlando). Além destes ensaios manuais, foram realizados ensaios de cristalizacéao
automatizados pelo robd de cristalizacdo (HoneyBee 963, Digilab Global) do LNLS.
Nos experimentos conduzidos pelo robd, o método usado foi o da gota sentada em
placas com 96 pogos; cada gota com um volume total de 2 uL (1 yL de solugéo
precipitante e 1 uL de solugao de proteina). As concentragdes de proteina usadas
nestes experimentos foram de 5 mgmL™, 7 mgmL™* e 10 mg mL™?, gerando 3 gotas
para cada poco (uma para cada concentracdo). Os kits usados pelo robd foram:
“JCSG”, “PACT Suite”, “WizardScreen | e II” e “PrecipitantSynergy”.

4.10 Coleta e processamento dos conjuntos de dados de difracéo de Raios X

Em uma primeira tentativa de obter um conjunto de dados de difracdo, um cristal
obtido em uma condicdo montada manualmente foi submetido a experimento no
difratdmetro Rigaku MicroMax-007 com fonte de anodo rotatério e detector R-AXIS
IV++ do Instituto de Fisica da Sao Carlos — USP. Foram submetidos ao experimento
de difracdo para coleta de dados outros cristais, obtidos mais tarde em ensaios
realizados na Universidade Estadual de Ponta Grossa (UEPG) e no robd de
cristalizagdo, na estagdo W01B-MX2 do LNLS. O processamento das imagens de
cada conjunto de dados foi realizado usando o programa XDS e XSCALE (KABSCH,
1994).

Realizaram-se estudos de corte de resolugéao para todos os conjuntos de dados
obtidos e que foram usados para determinacdo de estrutura levando-se em
consideracéo os valores dos indices completeza, relagéo sinal/ruido (<I/o(1)>), Rsymm,
Rmeas € principalmente CCy> (EVANS; GARIB, 2013).
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4.11 Substituicdo molecular

Para tornar possivel a solucdo da estrutura pelo meétodo de substituicdo
molecular, realizou-se uma busca com a ferramenta BLAST (Basic Local Alignment
Search Tool) disponivel no site do NCBI (National Center for Biotechnology
Information), para identificar proteinas homaologas com estrutura depositada no PDB
gue pudessem ser usadas como modelo inicial com base nos valores de identidade
e “E-value”. Apds a definicdo daquela de maior identidade, sua sequéncia foi
alinhada com a sequéncia de triose fosfato isomerase de N. gruberi com o programa
TCOFFEE (NOTREDAME; HIGGINS; HERINGA, 2000). Este alinhamento foi usado
como entrada no programa CHAINSAW (STEIN, 2008) para preparar o modelo para
determinacdo das funcBes de rotacdo e translacdo com o programa PHASER
(McCOY et al., 2007).

4.12 Refinamentos estruturais

O processo de refinamento consistiu de etapas iterativas de construcbes e
ajustes manuais do modelo no espago real utilizando o programa COOT (EMSLEY;
COWTAN, 2004) e refinamentos no espago reciproco com o programa PHENIX (por
meio do modulo phenix.refine). Os mapas de densidade eletrénica utilizados foram
calculados pelo método FEM (Feature-Enhanced Map) (AFONINE et al., 2015).

Refinamentos incluindo TLS (Translation-Libration-Screw) foram testados para
todas as estruturas. Este tipo de refinamento pode conduzir a melhoras nos
residuais Rsactor € Riree d0 modelo e mesmo indicar alguma caracteristica dindmica da
estrutura. Basicamente, este procedimento consiste em permitir que certos grupos
de atomos do modelo em refinamento sejam tratados como corpos rigidos. A
escolha de quais atomos constituem um dominio de TLS foi realizada tendo como
base as divisdes da cadeia polipeptidica em corpos rigidos propostas pelo servidor
TLSMD (PAINTER; MERRITT, 2006 - TLSMD web server for the generation of multi-
group TLS models). Todas as possibilidades apontadas pelo servidor foram testadas
nos refinamentos e foram mantidas aquelas em que foi observada melhora nos

indlCGS Rfactor e Rfree.
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4.13 Validacbes e comparacdes estruturais

Os modelos refinados foram validados com os programas PROCHECK
(LASKOWSKI et al.,, 1993), MOLPROBITY (CHEN, et al., 2010) e MOLEMAN2
(KLEYWEGT, 1996). Também foram calculados o coeficiente de correlagdo no
espaco real (RSCC — Real Space Correlation Coefficient) e residual no espaco real
(RSR — Real Space Residual), ambos por amino&cido para todos os modelos (a
definicdo destes dois indices é dada nas equacdes 6 e 7 abaixo). O modelo final da
estrutura foi comparado com algumas de suas homologas em relacdo a
caracteristicas estruturais existentes em cada uma como reflexo das diferencas e/ou

semelhancas observadas nos alinhamentos de suas sequéncias.

ZT(P (Mobs— (P (r)obs)) ' (p (r)calc_(P (r) calc))
(Zr(P (Mobs— (P (T)obs))z ) Zr(P () calc_(P (r) calc))z)

RSCC = Equacéo 6

1
2

RSR = Y. Pobs—Pcalc

Equacéao 7
2 PobstPcalc quag

4.14 Dicroismo Circular

Com o intuito de obter dados de porcentagem de estrutura secundaria e
acompanhar o efeito da temperatura na desnaturacdo da enzima, foram realizadas
medidas de dicroismo circular em espectropolarimetro Jasco J-810 no LNLS. Para
este procedimento, utilizou-se uma amostra de 200 pL da proteina a 0,11 mg mL™
em tampao Tris-HCI 30 mmol L™ pH 7,9. As medidas foram realizadas no intervalo
de comprimento de onda de 260 nm a 195 nm para obtencédo de informacédo de
estrutura secundaria e 222 nm na faixa de temperatura de 20 °C a 95 °C, com
intervalo de temperatura de 5 °C, para seguir 0 comportamento de desnaturacao e
eventual renaturacéo. As analises dos dados foram realizadas com o pacote CDPro,
composto pelos programas SELCON3, CONTINLL e CDSSTR, que permitem
estimar a porcentagem de estrutura secundaria através da comparacdo dos dados
experimentais com espectros de um grupo de 43 proteinas de referéncia
(SREERAMA; WOODY, 2000). O servidor CAPITO (WIEDEMANN, 2013) também



foi usado para o mesmo fim.
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5 Resultados e Discussao

5.1 Lipase de Jatropha curcas

Foram realizadas duas transformacfes de células de E. coli por eletroporacéo.
ApoOs a primeira, as condi¢des para a producdo da enzima lipase de Jatropha curcas
(JcLip) foram testadas e, pela avaliacédo do SDS-PAGE de cada combinacgao, néo foi
observada diferenca significativa na concentracdo de proteinas nas bandas, de
forma geral, entre as duas temperaturas, os dois tempos de inducdo e as seis
concentragbes do indutor usados. Entretanto, decidiu-se induzir a expressdo da
enzima apenas na temperatura de 37 °C por 16 h com 0,3 mmol L™ de IPTG, pois foi
a condicdo que apresentou bandas de maior destaque no gel. A auséncia de bandas
de superexpressdo nos géis e a grande semelhanca entre estes e o padrédo
observado em géis de eletroforese das proteinas por células ndo transformadas
foram indicativos iniciais de que ndo ocorreu expressao da enzima.

Mesmo assim, ainda realizou-se producdo com dois litros de meio de cultura,
para a qual tanto a cromatografia de afinidade quanto os seus respectivos géis de
eletroforese ndo foram novamente conclusivos no que se refere a expressao. Diante
disso, algumas suspeitas foram levantadas: (a) o vetor escolhido é do tipo pET que
usa o promotor T7 e assim, se alguma quantidade elevada de proteina pudesse ser
produzida, ocorreria a producédo de grandes quantidades de tRNA, levando a morte
celular; (b) a proteina pode apresentar alguma toxicidade para as células (TERPE,
2006).

Uma segunda tentativa de transformacdo foi realizada da mesma forma e,

novamente, sem indicativo de sucesso.

5.1.1 Modelo por homologia

Devido ao insucesso na expressao da JcLip, procurou-se, a0 menos, modelar
sua estrutura por homologia, para o que o alinhamento utilizado esta mostrado na
Figura 11. A estrutura de maior identidade é a de Rhizopus oryzae, cédigo PDB
1TIC, com 34%. Dada a indisponibilidade de modelo para a regido entre os residuos
1 a 26 e 348 a 356, modelou-se apenas do residuo 27 ao 347. A partir de 1000
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modelos gerados, foi selecionado como representativo aquele que apresentou valor
global normalizado de energia DOPE mais baixo, 1,293 (SHEN; SALI, 2006).
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Figura 11. Alinhamento entre a sequéncia da lipase de Jatropha curcas e as homologas usadas como molde para a modelagem.
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O gréfico de Ramachandran (Figura 12) do modelo selecionado indica que 83,8%
dos residuos estdo nas regides mais favoraveis, 13,1% nas regides adicionalmente
permitidas, 2,3% nas regides generosamente permitidas e 0,9% em regides

proibidas.

Figura 12. Grafico de Ramachandran para o modelo selecionado da enzima lipase de Jatropha
curcas. Em vermelho, regides favoraveis, em amarelo, regides adicionalmente permitidas, em bege,

regides generosamente permitidas e em branco, regiées proibidas.
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Fonte: O autor.

O modelo apresentou uma organizagdo estrutural contendo hélices a (em

vermelho), folhas B (em amarelo) e algcas (em verde), como demonstrado na Figura
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13, aproximando-se do arranjo tipico de lipases.

Figura 13. Estrutura final obtida por modelagem por homologia para a lipase de Jatropha curcas .

Fonte: O autor.

5.2 Triose fosfato isomerase de Naegleria gruberi
5.2.1 Producéo e purificagéo da triose fosfato isomerase de Naegleria gruberi

A enzima recombinante triose fosfato isomerase de N. gruberi (NgTIM) foi
produzida em grandes quantidades logo na primeira tentativa, por isso, ndo foi
realizado teste otimizacdo de expressao; todos os experimentos de cristalizacao e
de dicroismo circular puderam ser realizados a partir desta primeira producdo. Cada
aliquota da amostra bruta (sobrenadante resultante do procedimento de lise)
necessitou, basicamente, de somente duas etapas de purificacdo. Na primeira,
através de cromatografia de afinidade, foi possivel perceber que as fracdes eluidas
no gradiente, a uma concentracéo de imidazol de 279,5 mmol L™ a 427,0 mmol L™,
apresentavam elevada concentracdo da NgTIM, como pode ser visualizado no

cromatograma da Figura 14a e na imagem do respectivo gel de eletroforese da
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Figura 14b.

A sequéncia de aminoacidos da enzima NgTIM foi submetida a analise pelo
servidor ProtParam, que calculou uma massa molecular de 29054,7 Da. As bandas
dos géis de eletroforese mostram concordancia com este valor, uma vez que ficaram
perto do marcador de massa molecular correspondente a 29 kDa. Importante
destacar que esta massa molecular calculada leva em consideragdo 0s seis
residuos de histidina (HisTag) e seu conectores expressos para permitir a
purificacdo da proteina recombinante (o valor sem HisTag é 27390,9 Da). Convém
lembrar que os experimentos de cristalizacdo e de dicroismo circular foram

realizados sem a retirada da HisTag.

Figura 14: (a) Cromatograma de afinidade mostrando o perfil de eluicdo da NgTIM no gradiente de
imidazol e (b) SDS-PAGE das fragbes 51 a 63 (na raia 1 encontram-se os padr6es de massa
molecular, MM; nas raias 2 a 7, as fragbes 51-56 e nas raias 8 a 14 as fracdes 57-63, onde a enzima
apresenta-se mais pura, correspondendo ao segundo pico no gradiente do cromatograma). Os
padrdées de massa molecular sdo: albumina sérica bovina, 66 kDa; B-amilase de batata doce, 56 kDa;
anidrase carbdnica de eritrécito bovino, 29 kDa e citocromo ¢ de coragéo de cavalo, 12,4 kDa.
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Fonte: O autor.

As fracdes 1 a 50 foram amostradas para analise por SDS-PAGE e nenhuma
delas apresentou banda com massa molecular compativel com a da enzima NgTIM
(géis ndo mostrados).

Uma segunda etapa de purificacdo foi necesséria para eliminar as impurezas de
menor massa molecular observadas na analise por SDS-PAGE da etapa anterior. A
Figura 15a traz o cromatograma por exclusdo de tamanho das fracbes 57 a 63 da
cromatografia de afinidade combinadas. A Figura 15b mostra o resultado da analise
por SDS-PAGE, evidenciando o quao eficiente foi a purificacdo da proteina apos

esta segunda cromatografia. Os critérios utilizados para decidir sobre o grau de
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pureza adequado foram a qualidade visual do SDS-PAGE, a adequada separagao
entre os picos do cromatograma e o perfil do pico correspondente.

Figura 15: (a) Cromatograma de exclusédo de tamanho das fracdes parcialmente puras da primeira
etapa de purificacdo; a enzima NgTIM foi eluida no primeiro pico. (b) Imagem do SDS-PAGE
correspondente ao primeiro pico do cromatograma. Na raia 1 encontram-se os padrfes de massa
molecular, MM; nas raias de 2 a 15 encontram-se as fra¢cdes correspondentes aos volumes de 8,5 a
15 mL do cromatograma. Os padrdes de massa molecular sdo: albumina sérica bovina, 66 kDa; B-
Amilase de batata doce, 56 kDa; Anidrase carbbnica de eritrécito bovino, 29 kDa e Citocromo ¢ de
coracdo de cavalo, 12,4 kDa.
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Fonte: O autor.

O perfil do gel de eletroforese mostrado na Figura 15b foi usado para decidir
quais as fracdes poderiam ser combinadas; desta forma, fez-se a juncao das fracdes
22 a 26 (correspondendo aos volumes de 11 a 13 mL no cromatograma, uma vez
gue cada fracdo contém 0,5 mL) e, em seguida, estas foram dialisadas para retirada

do imidazol e a amostra resultante foi concentrada até atingir 7 mg mL™.

5.2.2 Ensaios de cristalizacdo da triose fosfato isomerase de Naegleria gruberi
(NgTIM)

Os experimentos realizados manualmente na UEPG geraram cristais em
algumas condigdes, em trés das quais cristais aparentemente melhores, todas do kit
Midas (duas na parte | e uma na parte Il do referido kit), apdés sete dias da
montagem das gotas. As composicées destas condicdes s&o: (a) 0,2 mol L™ de NaCl,
tamp&o MES-NaOH 0,1 mol L™ pH 6,0 e Jeffamine® ED2003 30% (V/V); (b) etanol
15% (V/V) e propoxilato de pentaeritritol 40% (V/V) e (c) 0,2 mol L™ de KCI, tamp&o
glicina 0,1 mol L™ pH 9,5 e etoxilato de pentaeritritol 20% (V/V). Os cristais destas

trés condicbes foram os Unicos que apresentaram um padréo de difracdo de Raios X
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com qualidade suficiente para permitir uma coleta de dados completa, entretanto,
apenas um, da condicdo (b), foi usado para efetuar o processamento e
determinacao estrutural, pois foi o Unico que apresentou imagens com qualidade

adequada para isso. Os cristais das trés condi¢cdes estdo mostrados na Figura 16.

Figura 16. Cristais obtidos nas condi¢des descritas anteriormente em (a) A, (b) B e (¢) C. A seta

vermelha indica o cristal usado na coleta das imagens de difracdo de Raios X.

Fonte: O autor.

Uma segunda producdo da NgTIM foi realizada com o intuito de obter cristais
gue fornecessem padrdes de difracdo de Raios X a uma resolucdo maior. As
tentativas de cristalizacdo da segunda producdo da enzima que resultaram em
cristais cujos padrdes de difracdo sdo adequados para determinacédo de estrutura
foram nas seguintes condi¢bes: do kit Midas (a) Jeffamine® M-2070 30% (v/v), KCI
0,2 mol L™ e tamp&o Tris-HCI 0,1 mol L™ pH 8,0; (b) 45% (v/v) de propileno glicol
400 e 10% (v/v) etanol; do kit Morpheus (c) mistura de &cidos carboxilicos 0,1 mol L™

(formato de sodio, acetato de amonio, citrato de sodio, racemato de tartarato de
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sédio e potassio, oxamato de sédio), buffer system | 0,1 mol L™ (imidazol e &cido 2-
(N-morpholino)-etano sulfénico) pH 6,5, PEG 1000, PEG 3350 e 2-metil-2,4-

pentanodiol. Os cristais obtidos em cada condi¢cdo sdo mostrados na Figura 17.

Figura 17. Cristais obtidos nas condicdes descritas acima (a) A, (b) B e (c) C na segunda producéo da
triose fosfato isomerase de Naegleria gruberi. A seta vermelha indica o cristal usado na coleta das

imagens de difracdo de Raios X em cada condicao.

Fonte: O autor.

5.2.3 Processamento das imagens de difracdo de Raios X

A Tabela 1 mostra os valores dos indices provenientes dos processamentos das
imagens de difracado dos conjuntos de dados NgTIM_1A (Figura 16 (b)), NgTIM_2B e
NgTIM_2C (Figura 17 (a) e (c)).

O procedimento de indexagcdo mostrou que dois dos conjuntos de dados
apresentam grupo de espaco P4,22 e os outros dois pertencem ao grupo de espaco

C2, todos com celas unitarias diferentes.



57

O programa MATTHEWS (MATTHEWS, 1968) do CCP4 (WINN, et al., 2011) foi
utilizado para determinacdo do conteldo de solvente dos cristais e indicou uma
molécula da enzima na unidade assimétrica do cristal P4,22 NgTIM_1A e contetudo
de solvente em volume de 54,15%. Por outro lado, a mesma analise para os cristais
NgTIM_2B e NgTIM_2C revelou duas moléculas na unidade assimétrica e 0s
respectivos conteddos de solvente estdo mostrados na Tabela 1. Esta informagé&o do
namero de moléculas na unidade assimétrica é importante, uma vez que ela é usada
durante o procedimento de substituicdo molecular na determinacéo das funcdes de

rotagéo e translagao.
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Tabela 1: Dados referentes aos parametros de coleta e resultados do processamento das imagens dos padrdes de difracao para os trés conjuntos de dados
utilizados para determinag&o de estrutura. Os conjunto de dados NgTIM_1A, NgTIM_2B e NgTIM_2C foram obtidos a partir do cristal B mostrado na Figura
16 e dos cristais A e C mostrados na Figura 17, respectivamente.

NgTIM_1A NgTIM_2B NgTIM_2C
Fonte de Raios X WO01B-MX2, LNLS WO01B-MX2, LNLS WO01B-MX2, LNLS
Comprimento de onda (A) 1,45866 1,45864 1,45864
Temperatura (K) 100 100 100
Detector PILATUS 2M PILATUS 2M PILATUS 2M
Distancia Cristal-Detector (mm) 130 120 105
Intervalo de rotacéo por imagem (°) 1,0 0,5 0,5
Intervalo total de rotacéo (°) 534 178 200
Tempo de exposicéo por imagem (s) 10 10 10
Grupo de espaco P4,22 C2 C2
a, b, c (A) 79,6980; 79,6980; 98,1100 201,809; 53,395; 46,542 196,666; 52,893; 44,430
Mosaicidade (°) 0,199 0,226 0,566
Faixa de resolucéo (A) 98,0 - 2,64 (2,72-2,64) 250,0 - 1,74 (3,98-1,74) 250,0 - 1,56 (3,57-1,56)
Numero total de reflexdes 367311 (30675) 129604 (5543) 175271 (7737)
Numero de reflexdes Unicas 9781 (804) 47641 (3336) 59256 (4103)
Completeza (%) 99,9 (100,0) 95,5 (82,4) 91,2 (70,3)
Multiplicidade 37,55 (38,15) 2,72 (1,66) 2,95 (1,88)
«(o(l) 35,68 (6,93) 16,67 (1,38) 15,71 (1,16)
Rsymm (%0) 10,2 (73,3) 4,1 (53,1) 3,0 (75,9)
Rmeas (%) 10,4 (74,3) 4,9 (75,1) 4,0 (102,7)
CCus2 (%) 99,9 (97,8) 99,8 (60,1) 99,9 (55,6)
Fator B global do Wilson plot (A% 61,92 26,00 26,33
Moléculas proteicas na unidade 1 2 2
assimétrica
Vv (A® Da™t) 2,68 2,17 2,08
Porcentagem de solvente (%) 54,15 43,29 40,99

Fonte: O autor.
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5.2.4 Substituicdo Molecular

Devido a identidade de 58% com NgTIM, decidiu-se usar como modelo para a
substituicdo molecular a triose fosfato isomerase de Arabidopsis thaliana (AtTIM)
para o primeiro conjunto de dados, NgTIM_1A. A Figura 18 mostra o alinhamento
entre as sequéncias de AtTIM e NgTIM. A Tabela 2 traz os resultados da
substituicdo molecular para os trés conjuntos de dados, notando-se que, para 0S
conjuntos NgTIM_2B e NgTIM_2C, utilizou-se como modelo a estrutura da propria

NgTIM_1A ja parcialmente refinada.
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Figura 18. Alinhamento das sequéncias de aminoacidos das proteinas AtTIM e NgTIM. Acima da sequéncia de AtTIM estéo representadas as suas estruturas

secundarias como calculadas pelo programa DSSP (KABSCH; SANDER, 1983): os cilindros correspondem a hélices a, as setas correspondem a fitas-f e a

espiral corresponde a uma hélice irregular.
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Fonte: O autor.
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Tabela 2. Resultados da substituicido molecular para os conjuntos de dados NgTIM_1A, NgTIM_2B,

NgTIM_2C. Os angulos de rotagao estdo em graus e as translagées em coordenadas fracionarias.

Angulos de rotacdo  Z Score  Translacdes (x,y,z)  Z Score

(a,By) /°
NgTIM_1A
308,569 / 75,818 / -0,65441 / -0,57011 /
A 4,1 7,5
4,301 -0,13292
NgTIM_2B
R 162,663 /21,929 / 0,02756 / -0,53094 /
291,778 -0.42470
26,3 25,6
o 344,157 | 157,642 / -0,02903 / -0,38475 /
340,424 1,07946
NgTIM_2C
R 162,865 / 22,096 / 0,05802 / -0,50715 /
297,640 -0,43732
38,6 34,3
o 347,093 / 156,908 / -0,05285 / -0,36079 /
335,916 1,10390

Fonte: O autor.

5.2.5 Refinamento das estruturas

Apbs a substituicdo molecular da estrutura NgTIM_1A, o modelo foi inicialmente
submetido a um processo de construcdo automatizada, que resultou em Ry de
29,19% e Rjee de 33,68%. A Figura 19 mostra o adequado ajuste do modelo a
densidade eletrénica num trecho favoravel, com destaque para a lle®*®. Por outro
lado, a Figura 20a mostra parte que precisou ser trabalhada em ciclo de
reconstrucdo e refinamento, correspondente & regido préxima a Val*®. No
procedimento de reconstrugcdo automatica, algumas moléculas de agua foram
inseridas onde a sequéncia de aminoacidos do modelo feito pelo programa
CHAINSAW apresentava uma descontinuidade. Apds dezesseis ciclos de
refinamento e reconstrugdo com restricoes, obteve-se Ryok 20,18% e Rgpee de

|38

26,02%. A Figura 20b mostra a mesma regido proxima a Val®® apés a sequéncia ter
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sido completada com os residuos faltantes.

Figura 19: Regido do residuo 11e**® no inicio do refinamento em uma regido favoravel. Em azul, mapa
de densidade eletrénica com contorno em 10, em verde, mapa Fourier-diferenca com contorno em
+30 e -30.

Fonte: O autor.

Figura 20: (a) Regido proxima a Val®® no inicio refinamento e (b) a mesma regido apés a construgéo
manual do modelo no décimo-sexto ciclo de refinamento. Em azul, mapas de densidade eletrdnica
com contorno em 10, em verde e vermelho, mapas Fourier-diferenca com contorno em +30 e -30,
respectivamente.
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Fonte: O autor.

Diferentes grupos para TLS foram testados de acordo com o indicado pelo
servidor TLSMD (PAINTER, et al,. 2006). Mediante este estudo, decidiu-se utilizar
dois grupos de TLS para a cadeia polipeptidica, a saber, um para os residuos 1 a
134 e outro para os residuos 135 a 252.

Apés o sucesso na obtencdo de cristais da segunda produgédo da NgTIM que
geraram padrdes de difracdo de mais alta resolucdo, optou-se por iniciar o
refinamento destas em preferéncia ao parcialmente realizado, da NgTIM_1A, com
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base na hip6tese de que a uma maior resolucao esta tarefa seria mais facil e poderia
ajudar no refinamento da primeira. Entretanto, durante o refinamento da estrutura de
maior resolucéo, NgTIM_2C, percebeu-se que a regido dos residuos Ala'®® a Thr'™
no mondmero A apresenta razoavel desordem, dificultando a correta modelagem da
cadeia principal. Nao obstante, algumas tentativas de refinar esta regidao foram

realizadas, nas quais os residuos Gly*’®, Thr'’ 172

e Gly~'“ ndo foram modelados, mas
mesmo assim nenhuma melhora na densidade foi observada.

Ja o mondmero B da estrutura NgTIM_2C apresenta duas regifes de grande
dificuldade para modelagem: Gly**® a Glu™* e Thr'*® a Val'®*. De forma geral, a
dificuldade deste monémero é ainda maior que a do monémero A. Estas dificuldades
motivaram a busca por referéncias nas outras estruturas. Assim, verificou-se que o
conjunto de dados NgTIM_2B prové uma estrutura de maior facilidade para a
modelagem, o que nos levou a refina-la prioritariamente, isso devido principalmente
ao método de calculo dos mapas de densidade eletrénica, FEM, (AFONINE et al.,
2015) que permite a amplificacdo dos “sinais auténticos” e eliminagao parcial de
ruidos. De forma geral, o0 ajuste do modelo a densidade eletrbnica neste caso esta
bastante claro, apesar da resolucéo ser algo menor, 1,74 A. A Unica excecéo € a
regido N-terminal, na qual alguns dos residuos pertencentes a His-tag (necessaria
para a purificacdo) estdo razoavelmente desordenados, com alguma dificuldade
para sua modelagem.

Estudos de refinamento com TLS também foram realizados para as estruturas
provenientes destes dois outros conjuntos de dados. Particularmente para
NgTIM_2C, a partir da observacéo de que os residuos no intervalo Ser'®-val*** do
mondmero B, correspondentes a uma regido de hélice a, se encontravam
sistematicamente deslocados no sentido N-terminal em relacdo ao monémero A,
decidiu-se realizar um teste para TLS especifico para esta regido, entretanto,
nenhuma melhora na qualidade da densidade foi observada. Diante disso, a partir
dos grupos sugeridos pelo servidor TLSMD (PAINTER, et al,. 2006), encontrou-se
como melhor usar um dnico grupo por mondémero. Ja no tocante a estrutura
NgTIM_2B, os testes de TLS mostraram que o0 uso de trés grupos por mondmero
levava a significativa melhoria nos valores de Ruok € Riree, €NquUanto que somente
um numero muito maior de grupos levava a melhorias posteriores, todavia,

marginais. Assim, prosseguiu-se com trés grupos por mondémero, a saber:
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mondmero A1 a 89; 90 a 172; 173 a 252 e o monbmero B, 1 a 60; 61 a 179; 180 a
252. A Tabela 3 mostra as estatisticas finais de refinamento das trés estruturas.

Tabela 3. Estatisticas finais dos refinamentos das estruturas obtidas dos conjuntos de dados NgTIM-
1A, NgTIM-2B e NgTIM-2C.

NgTIM-IA NgTIM-2B NgTIM-2C

No. de reflexdes no 9806 49829 69690
refinamento
Completeza (%) 99,9 95,5 91,2
No. de reflexbes usadas para o 980 1982 2146
calculo de Riree
Rractor (%0) 20,18 15,50 18,25
Riree (%) 26,02 20,45 19,79
Atomos 1919 3824 3561
Moléculas de agua 151 548 208
Fator B para atomos proteicos 53,466 30,426 32,296
(A%
Desvios da idealidade RMS
Comprimento de ligacéo (A) 0,001 0,008 0,013
Angulos de ligacdo (°) 0,448 1,064 1,238
Gréfico de Ramachandran
Regides favoraveis (%) 90,0 93,2 91,1
Regides permitidas (%) 10,0 6,4 8,4
Regides generosamente 0,0 0,5 0,5
permitidas (%)
Regides proibidas (%) 0,0 0,0 0,0

Fonte: O autor.
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5.2.6 Ligantes na estrutura da triose fosfato isomerase de Naegleria gruberi obtida
do conjunto de dados NgTIM_2B

O cristal submetido ao experimento de difracdo de Raios X foi gerado em uma
condicdo/gota contendo o precipitante Jeffamine-M2070® (uma polieteramina
sintetizada a partir de um copolimero de Oxido de etileno/6xido de propileno, cuja
férmula geral esta representada na Figura 21), KCI, NaCl e tamp&o Tris-HCI. Em
algumas regibes foram observadas densidades eletronicas que poderiam
corresponder a algumas destas espécies quimicas, principalmente Jeffamine® (trés
moléculas) e Tris (uma molécula). No caso da Jeffamine®, ha uma complicacéo extra
na sua modelagem que reside no fato de sua sintese ndo ser estereoespecifica e,
intrisecamente, a polimerizagdo entre os mondmeros de EO e PO poder ocorrer de
forma a gerar uma grande variedade de compostos. Diante disto, alguns modelos
para Jeffamine® foram gerados e tentou-se refina-los. A Figura 22 mostra as
moléculas de Jeffamine® melhor ajustadas e suas respectivas densidades
eletrbnicas. A disposicdo geral de cada uma destas moléculas nas proximidades do
dimero da triose fosfato isomerase de N. gruberi € mostrada na Figura 22a. A
molécula Jeff A (Figura 22b) encontra-se em uma cavidade proxima a interface dos
monémeros, a molécula Jeff B (Figura 22c) encontra-se préxima ao residuo Thr'%®
do monbmero A, enquanto que Jeff C (Figura 22d) esta disposta em outra de

cavidade préxima aos residuos Val'®?, do monémero A, e Glu'® do monémero B.

Figura 21. Férmula geral da molécula do agente precipitante polieteramina, Jeffamine®-M2070.

(@) NH»
H3C O
X y
R

R = H para (EO), ou CH; para (PO)

X=6;y=35

Fonte: O autor.
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Figura 22. Moléculas de Jeffamine® modeladas na estrutura obtida a partir do conjunto de dados

NgTIM_2B. (a) Disposicdo geral das moléculas de Jeffamine® e Tris ao redor do dimero de triose

fosfato isomerase de N. gruberi; (b) Jeff_A; (c) Jeff B e (d) Jeff C. Em azul, mapa de densidade
eletrbnica com contorno em 10, em verde, mapa Fourier-diferenga com contorno em +30 e -30.

Continua.
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Figura 22. Moléculas de Jeffamine® modeladas na estrutura obtida a partir do conjunto de dados

NgTIM_2B. (a) Disposicao geral das moléculas de Jeffamine® e Tris ao redor do dimero de triose

fosfato isomerase de N. gruberi; (b) Jeff_A; (c) Jeff B e (d) Jeff C. Em azul, mapa de densidade

eletrbnica com contorno em 10, em verde, mapa Fourier-diferenga com contorno em +30 e -30.
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Fonte: O autor.

Na cavidade do sitio ativo foi modelada uma molécula do tampéo Tris -
Tris(hidroximetil)aminoetano - (Figura 23), a qual foi atribuida a diferenca observada

no posicionamento da cadeia principal préximo a esta regiao.

Figura 23. Molécula de Tris (Tris(hidroximetillaminoetano) modelada no sitio ativo do monémero B.
Em azul, mapa de densidade eletrénica com contorno em 10, em verde, mapa Fourier-diferenga com

contorno em +30 e -30.

Fonte: O autor.
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Os valores dos indices RSCC e RSR para as moléculas do agente precipitante e

do tampéao sdo mostradas na Tabela 4 e evidenciam a boa qualidade do ajuste dos

modelos a densidade eletronica.

Tabela 4. Valores dos indices RSCC e RSR para as trés moléculas do agente precipitante Jeffamine®

e do tampao Tris - Tris(hidroximetil)Jaminoetano — modelados na estrutura NgTIM_2B.

Molécula RSCC RSR
Jeff_ A 0,719 0,332
Jeff B 0,837 0,256
Jeff C 0,819 0,289

Tris 0,881 0,225

Fonte: O autor.

5.2.7 Validacbes

5.2.7.1 Validagao da estrutura da triose fosfato isomerase de Naegleria gruberi

obtida do conjunto de dados NgTIM_1A

A validacdo pelo MOLPROBITY apontou caracteristicas geométricas incomuns
em apenas os rotameros dos residuos Phe™ e Glu**® (este na conformac&o
alternada A). Todavia, a Figura 24 a-i e a-ii mostra o adequado ajuste destes
residuos a densidade eletronica. O grafico de Ramachandran (Figura 24b) desta

estrutura gerada pelo PROCHECK indica que nao existem residuos com angulos

phi/psi em regides ndo permitidas ou apenas generosamente permitidas.
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Figura 24. Validacdes geométricas. (a) Rotameros outliers (i) Phe™* e (ii) GIu*®. Em azul, mapa de
densidade eletrénica com contorno em 10, em verde, mapa Fourier-diferenga com contorno em +30 e
-30. (b) Grafico de Ramachandran da estrutura NgTIM_1A. Em vermelho, regides favoraveis, em
amarelo, regibes adicionalmente permitidas, em bege, regides generosamente permitidas e em

branco, regides proibidas. Continua.
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Figura 24. Validacdes geométricas. (a) Rotameros outliers (1) Phe™" e (I1) Glu**®. Em azul, mapa de
densidade eletrénica com contorno em 10, em verde, mapa Fourier-diferenga com contorno em +30 e
-30. (b) Grafico de Ramachandran da estrutura NgTIM_1A. Em vermelho, regides favoraveis, em
amarelo, regibes adicionalmente permitidas, em bege, regides generosamente permitidas e em

branco, regides proibidas. Concluséo.
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Fonte: O autor.

A Figura 25 traz gréaficos dos indices RSCC e RSR calculados para cada residuo
pelo programa MAPMAN (KLEYWEGT et al., 1996). Os valores globais para a parte
proteica sdo RSCC 0,9285 e RSR 0,1627, mostrando o adequado ajuste entre o

modelo e a densidade eletrbnica.
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Figura 25. Ajuste na densidade eletrénica, indices RSCC (azul) e RSR (vermelho) por residuo para a
estrutura obtida do conjunto de dados NgTIM_1A.
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Fonte: O autor.

5.2.7.2 Validacdo da estrutura da triose fosfato isomerase de Naegleria gruberi
obtida do conjunto de dados NgTIM_2B

A validacéo realizada pelo MOLPROBITY mostrou que o0 modelo possui desvios
em alguns poucos parametros geométricos, mas todos perfeitamente justificaveis
pela densidade eletrnica, a saber: a) angulo w do mondmero B entre Phe®® e
Leu®® (157,89°); b) rotameros dos residuos Thr'™*, Arg®®, Asp?® e Glu*™? do

201 (conformacdes alternadas A e B), Asp?®*® e Asn**® do mondmero

mondmero A, GIn
B.

A Figura 26 mostra o grafico de Ramachandran gerado pelo programa
PROCHECK. As porcentagens de residuos nas regibes mais favoraveis,
adicionalmente permitidas, generosamente permitidas e proibidas sdao,
respectivamente, 93,2%, 6,4%, 0,5% e 0,0%. Os Unicos residuos que se apresentam
em regido generosamente permitida sdo os residuos de Lys'' de ambos os
mondmeros e, assim para 0s outros residuos apontados antes, a verificacdo do seu
correto/adequado posicionamento na densidade eletrdnica corrobora a boa

modelagem.
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Figura 26. Grafico de Ramachandran da estrutura NgTIM_2B. Em vermelho, regides favoraveis, em

amarelo, regibes adicionalmente permitidas, em bege, regides generosamente permitidas e em

branco, regides proibidas.
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Fonte: O autor.

A qualidade dos modelos de ambas as cadeias também foi avaliada pelos

indices RSCC e RSR, como demonstrado na Figura 27. Os valores globais de

RSCC e RSR para a estrutura sao: para monémero A, 0,9588 e 0,1292 e para o

mondmero B, 0,9525 e 0,1378, respectivamente.
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Figura 27. Ajuste na densidade eletrénica, indices RSCC (azul) e RSR (vermelho) por residuo para a
estrutura obtida do conjunto de dados NgTIM_2B. (a) monémero A e (b) monémero B.
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Fonte: O autor.
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5.2.7.3 Validacdo da estrutura da triose fosfato isomerase de Naegleria gruberi
obtida do conjunto de dados NgTIM_2C

Esta estrutura ndo apresentou nenhum desvio no tocante a conformacéo das

cadeias laterais. O grafico de Ramachandran &€ mostrado na Figura 28.

Figura 28. Grafico de Ramachandran para a estrutura NgTIM_2C. Em vermelho, regibes favoraveis,
em amarelo, regibes adicionalmente permitidas, em bege, regides generosamente permitidas e em

branco, regides proibidas.
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Fonte: O autor.

Os residuos Lys'' de ambos os mondmeros, assim como nas outras estruturas,

nao deixam dudvida quanto a correta modelagem dado o bom ajuste na densidade
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eletrbnica. Para este modelo, também foram calculados os indices RSCC e RSR
(Figura 29). Os respectivos valores globais sao: para o mondémero A, 0,9602 e
0,1292 e, para o monémero B, 0,9455 e 0,1439. A baixa qualidade destes indices na
regido entre os residuos 170 a 175 do monémero A, 132 a 141 e 170 a 175 do
mondmero B é uma consequéncia da desordem elevada desta regido, o que levou a

deixar de se modelar alguns deles.

Figura 29. Ajuste na densidade eletrénica, indices RSCC (azul) e RSR (vermelho) por residuo para a

estrutura obtida do conjunto de dados NgTIM_2C. (a) mondmero A e (b) monémero B. Continua.

1.0 |
0.9
0.8

(%)

807 |

206 -

e

905 |

o 0.4

S

S 0.3
0.2
0.1

0.0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
0 50 100 150 200 250

NUmero dos residuos

(@)



76

Figura 29. Ajuste na densidade eletrénica, indices RSCC (azul) e RSR (vermelho) por residuo para a
estrutura obtida do conjunto de dados NgTIM_2C. (a) monémero A e (b) monémero B. Concluséo.
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Fonte: O autor.

5.2.8 Analises e comparacdes estruturais para a triose fosfato isomerase de
Naegleria gruberi obtida do conjunto de dados NgTIM_2B

A Figura 30 traz a representacdo pictérica das regibes de contato entre o0s
mondmeros do modelo e a topologia adotada pelo protdmero (representativo
mondémero A) obtidas a partir da andlise realizada pela ferramenta PDBsum
(LASKOWSKI, 2001). As duas moléculas refinadas na unidade assimétrica devem
corresponder ao dimero biolégico. A area da regido de interacdo é de 1440 A e
envolve 31 residuos do mondmero A e 32 do mondmero B, a extensdo destas
interacdes de cada monémero € representada pela pequena regido de mesma cor
no contramondmero, como mostrado na Figura 30a. As interagOes desta regido sao
mantidas por 2 pontes salinas, 22 ligacdes de hidrogénio e 231 contatos néo ligados.
A Figura 30b mostra que NgTIM pertence a classe estrutural alfa/beta (a/p) e possui
enovelamento barril TIM B/a, segundo a classificagdo SCoP (CONTE, et al., 2002).
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Figura 30. (a) Regifes de contato entre os monémeros: em roxo o0 monémero A e em vermelho o

mondmero B. (b) Diagrama da topologia adotada pela triose fosfato isomerase de N. gruberi.

<

~

(b)

Fonte: O autor.

Uma caracteristica presente em outras estruturas de triose fosfato isomerases
depositadas no PDB e também na NgTIM, é a regido da alca Pro'®-Gly'"?,
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altamente conservada como pode ser visto no alinhamento da Figura 31, realizado a
partir de sobreposicdo de estruturas, de sete triose fosfato isomerases
representativas de varios organismos. Nesta figura, os residuos participantes do sitio
ativo sdo destacados pelas estrelas em azul e os residuos que apresentam contatos

com o substrato estdo destacados pelas estrelas em amarelo.
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Figura 31. Alinhamento baseado em estrutura construido para ambos os monémeros de NgTIM e para algumas homdlogas representativas. As estruturas

secundarias (estimadas pelo programa DSSP) hélice a, fitas B e hélices irregulares séo representadas cilindros, setas e espirais, respectivamente. As

estrelas em azul denotam os residuos componentes do sitio ativo e as estrelas em amarelo denotam os residuos que apresentam interagdo com o substrato.
A. thaliana_CL (AtTIM do cloroplasto) e A. thaliana_CI (AtTIM do citossol). Continua.

A. thaliana_CL . MAGSGWTKDSIIA KI.I IIHSATLEA .
A. thaliana_Cl G 1 M A RMT »EEM& Km &
1 5 15 20

L. mexicana

H. sapiens

C. elegans

T. cruzi

S. cereviseae . .

N. gruberi_A

N. gruberi_B

GsaPSR
1

A. thaliana_CL x

A. thaliana_CI ¥ .

L. mexicana

H. sapiens

C. elegans

T. cruzi

<D
N. gruberi B « v GETNGENIENEA s [[NKIOGHI o

T

P

. 8 IL D H
T
- NITNRATINEIP G ANKLICGE -

10

10

5
R v c v MM LI VEE | VAL
1 15 20 25

5 10

I X
. SKPSESLIIVP!ET!"AATF‘DH ..
1 5 10 15 20 25 30
.MAR SxQSlikE ER TASIPE . .
1 5 10 15 20 25 30
-MRmTVESHKQMQDE}]QGPSTE
1 5 10 15 20 25

R0
(elGAF TGELVSIYIM LTINS S
75 80 85 90 100

75 80

85 g0 95

ASADNS . .
30

RS I
L] - N GIETLIEIRENALAS < EC K OfeiaM
105 110 115 120 125
_
" MIAGISLIE(MNGOLSUA  [IL A EEHGK
.K m-slsn VHLEA-MAHM
110
.smm% ﬁamﬁlrfnm
5. cereviseae 2 s mHmm
mDMIEGEsmT
100 105

N.gruberi A ¥ v GETNREIINEIA S
70 75 80

mmm b nlﬁu-
, Dnm_

P-QIKIR NP KIV LY

ANAKSKIEK Aems‘n-

65

sm_p

35 40 45
L P K R.TNPK.Q

60 65

Em-¢ﬁn-v-|_.x K P Qmm-

.Gmﬁ_ s-o-L-LRKDFEﬁm-
30
I
MR ANTSTTET e TG GRS T .

75 80 85 a0 95 100 105 110 115 120 125 130 135 140
. TN £ TG «  MIIGEKI e LAROKEE A [ TIL & NG EEREICI B
75 80 85 30 95 100 105 110 115 120 125 130 135 140 145
—
A YEIL AQENK Y\GEI TE
115 120 125 130 135 140

AMMNESHE
105

GKML.LRKDM_

110

135

M' E_IGID.-RI.KID P Klm:n-as

EonPsanvm' EgP-KI-TIR leﬁﬂ_vx

Ee % _
.MSAKP JAAANWKC NGRS Y] 1 BB L VIEEIF NIE Rk
1 5 10 15 20 25 30 35

B2
RxQSMc EMIGTIMAAK VP2 . .
15 20 25 30

A K
70
Kv
Kv
TR

L K

D

By |
Allol~ KN
140

R |
EIIEKI

135 140

A O[AC A AEEH AE=
1 7

AA
1 115 20 125 130 35 140
wx ARG VeV IS et T e E KkTCh Y]
115 120 125 130 135 140
W T ITE TeE T EE Rl Gl R
K VEJEE V[EINT RE =N Q
110 115 120 125 130 135 140
= AT e ——— P N -
of TS E TINERY | ATk VIRAS AT LR TG Ve e T e el CRL B

70

73

71

71

67

69

69

69

69

143

146

143

144

140

141

142

143

143



80

Figura 31. Alinhamento baseado em estrutura construido para ambos os mondmeros de NgTIM e para algumas homdlogas representativas. As estruturas
secundarias (estimadas pelo programa DSSP) hélice a, fitas B e hélices irregulares sao representadas cilindros, setas e espirais, respectivamente. As
estrelas em azul denotam os residuos componentes do sitio ativo e as estrelas em amarelo denotam os residuos que apresentam interagcdo com o substrato.

A. thaliana_CL (AtTIM do cloroplasto) e A. thaliana_CI (AtTIM do citossol). Concluséo.
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A sequéncia AIGTG (residuos 168 a 172) € deslocada sobre a cavidade do sitio
ativo (Figura 32) e desempenha um papel importante ao potencializar a capacidade
do Glu*® em abstrair o préton do substrato (GAP ou DHAP, dependendo do sentido
considerado da reacao) durante a reacao de isomerizacdo (MALABANAN; AMYES;
RICHARD, 2010). O Glu***em todas estruturas de NgTIM refinadas encontra-se em
uma posi¢ao considerada como um indicio de que ndo h& substrato no sitio ativo. Na
estrutura NgTIM_2B, ambos os mondmero A e B apresentam esta alga em uma
conformacao aberta. Entretanto, ha no sitio ativo do monémero B uma molécula de
Tris, cuja posicdo pode ser a causa do maior distanciamento da alca deste
mondmero em relacdo ao do outro monémero (Figura 32). Isso poderia levar a
percepcao errbnea de que a conformacdo no mondmero A esta fechada (na forma
usual da denominacéo, ou seja, com deslocamento angular na “dobradi¢a” do seu N-

terminal).

Figura 32. A alca do mondmero B (verde) projeta-se em dire¢do ao solvente em uma extensao maior
que o mondmero A (azul), possivelmente devido a molécula de Tris (Tris(hidroximetil)aminoetano)

presente no sitio ativo da primeira (representado aqui na forma de bastGes).

Fonte: O autor.

Relacionada ao fechamento do sitio ativo por esta alga, a sequéncia de residuos
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Pro'®val'®Trp'® (também altamente conservada), que constitui uma das
dobradicas da al¢a, poderia contribuir para manté-la aberta através da interacao -
stacking (CHAKRABARTI; BHATTACHARYYA, 2007) entre Arg"® e Trp'®’. Ap6s o
fechamento da alca, devido a presenca do substrato, o triptofano correspondente se
desloca, mas a cadeia lateral da Arg'® ndo sofre deslocamento, o que poderia ser

devido & interacdo com o Glu'*

, como pode ser observado, por exemplo, nos
aminoacidos correspondentes na estrutura da triose fosfato isomerase de T. brucei
(TbTIM, codigo PDB 6TIM). A Figura 33 mostra uma sobreposicdo entre o0s

mondmeros B de NgTIM e 6TIM.

Figura 33. Superposi¢cdo dos monémeros B de NgTIM (verde) e TbTIM (azul) complexada com G3P.
Representacdo na forma de bastées dos residuos Arg'®, Trp™®" e GIu** de NgTIM; GIu™*®, Arg™** e
Trp'"® de TbTIM e do ligante G3P.

Fonte: O autor.

Visando destacar caracteristicas particulares existentes na estrutura da NgTIM,
um alinhamento estrutural foi realizado contra véarias de suas homologas (dados néao
mostrados). De modo geral, NgTIM apresenta elevado grau de conservacao em
todos os niveis estruturais (estrutura primaria, secundaria, terciaria e quaternaria).
Em algumas regifes do alinhamento, é possivel observar algumas poucas insergoes,

delecBes e variagcdes, mais especificamente: Gly’® é uma insercdo, Glu*® esta
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ausente em todas as estruturas (embora na homoéloga 1YDV (Plasmodium
falciparum) o glutamato é substituido por prolina e em 40BT por glutamina) e Ser®®®
encontra-se na posicao de residuos Ala, Glu, Pro, Val e Gly de algumas estruturas.
Durante as etapas iterativas de refinamento, chamou a atencdo a interacéo
entre os residuos Arg®® e Trp®, pertencentes ao segmento RKDW (has homélogas,
esta regido possui geralmente seis residuos). Em 40BT (Arabidopsis thaliana), o
triptofano é substituido por fenilalanina (RSDF) (e talvez a substituicdo da Gly*® por
Ala®® seja responsavel por expulsar 4gua junto com 1°** e impedir a arginina de
efetuar uma interacdo XH-1 nesta); em 1M6J (Entamoeba histolytica) o segmento
correspondente é (AGEANGANI); em 1YDV, (QSKF). A superposi¢éo das estruturas
de NgTIM, 40BT e 1YDV mostra o posicionamento dos residuos do segmento

referido anteriormente (Figura 34).

Figura 34. Superposicdo das triose fosfato isomerases de N. gruberi (mondmero B em verde), A.
thaliana (cédigo do PDB 40BT) e P. falciparum (ambas mondmeros A, em roxo e rosa,

respectivamente).

Fonte: O autor.

No caso de NgTIM e as demais que apresentam arginina ou glutamina, as
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interacbes das cadeias laterais entre estes residuos s&o do tipo XH-m com um
residuo aromatico (embora em 1YDV, estas intera¢cdes ndo ocorram devido a grande
distancia entre glutamina e fenilalanina, isso por sua vez pela presenca de cadeia
lateral de uma lisina interpondo-se entre estes dois residuos — na NgTIM a cadeia
lateral do glutamato na mesma posicdo reforca o posicionamento da arginina
proximo ao triptofano), enquanto que nas outras estruturas estas interacfes podem
ser entre cadeias laterais hidrofobicas de isoleucinas e leucinas, em ambas as
por¢cdes terminais do referido segmento, além das ligacbes de hidrogénio
convencionais da cadeia principal.

Em relacdo as delecdes, NgTIM ndo possui dois residuos entre Asn*>? e Val'®®,

além de outros dois residuos entre Val*®® e Thr'®

(embora, neste caso, as
homologas apresentem de um a trés residuos) o que implica em hélices a mais

curtas em relacéo as homologas.

5.2.9 Dicroismo Circular (CD) da triose fosfato isomerase de Naegleria gruberi:

estabilidade térmica

Ambos o pacote CD-Pro e o servidor CAPITO nao proveram resultados corretos
com o espectro medido (Figura 35), embora a forma da curva seja semelhante
aguela apontada como caracteristica para estruturas de triose fosfato isomerase.
Novos experimentos deveriam ser planejados, todavia, dado que a estrutura terciaria
foi determinada por difracdo de Raios X, esta foi priorizada. Por outro lado, a
informacdo do comportamento da enzima quando submetida ao aquecimento foi
obtida. O grafico da Figura 36 mostra que aproximadamente na faixa entre 50 °C
(onde os pontos experimentais de elipticidade passam a se distanciar da tendéncia
aproximadamente constante e horizontal na parte inferior da curva em preto) e 65 °C
(onde os valores de elipticidade passam novamente a apresentar certa constancia
em relacdo a temperatura) a proteina sofre desnaturacao. Apos a perda completa da
estrutura secundaria, o resfriamento da amostra (curva em vermelho) ndo levou ao
reenovelamento, uma vez que o padrdo sigmoidal da curva ndo foi retomado,
portanto, a desnaturagcdo térmica € irreversivel para a NgTIM, nas condi¢cdes do

experimento.
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Figura 35: Espectro de dicroismo circular da enzima triose fosfato isomerase de N. gruberi. A curva
corresponde aos dados experimentais para o intervalo de comprimento de onda de 195 a 260 nm.
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6 Conclusao

Este trabalho resultou na modelagem por homologia da lipase de Jatropha
curcas devido ao insucesso das tentativas de expressa-la. Uma suspeita € que a
construcdo para expressa-la ndo esta correta porque as bactérias submetidas ao
processo de transformacdo desenvolveram colonias em meios seletivos, mas nao
apresentaram qualquer desenvolvimento de colénias em meios preparados como
amostras controle (sem transformacado). Outras possibilidades sédo a destruicdo dos
ribossomos nas células de E. coli decorrente do uso de um vetor pET ou esta lipase
apresentar alguma toxicidade para este microrganismo.

Os cristais da enzima triose fosfato isomerase de Naegleria gruberi forneceram
conjuntos de imagens de difracdo por Raios X que permitiram a solucdo da sua
estrutura tridimensional em trés formas cristalinas diferentes (a resolucao diferentes
também): uma (P4:22) a 2,64 A, uma (C2) a 1,56 A e outra (C2) a 1,74 A (o melhor
dos conjuntos de dados coletados, que foi priorizado durante o refinamento).
Nenhuma evidéncia de moléculas do substrato di-hidroxiacetona fosfato e nem do
produto gliceraldeido-3-fosfato foi encontrada na densidade eletrdnica, entretanto,
uma molécula de Tris foi modelada no sitio ativo (apontada como responsavel pela
distorcdo observada proxima a esta regido). Os experimentos de dicroismo circular
possibilitaram identificar a temperatura na qual a NgTIM sofre desnaturacao térmica

e gue este processo € irreversivel.
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