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RESUMO

O estudo da estrutura tridimensional (3D) de proteinas nos ajuda a entender as relacbes entre
sequéncia de aminoacidos, estrutura e funcéo, o que é essencial para melhor compreensdo dos
mecanismos de patogenicidade dos organismos e para o desenvolvimento de novos farmacos.
Neste contexto, o presente trabalho visa determinar as estruturas tridimensionais das enzimas
Histidina Aménio Liase e Imidazolona Propionase de Trypanosoma cruzi (TcCHAL, TcIP) e a
Gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase de Candida albicans (CaGAPDH). Com a estrutura
refinada da TcHAL, observou-se a auséncia do chamado dominio de protecdo do sitio ativo,
diferentemente de estruturas 3D previamente conhecidas, como de Fenilalanina Aménio
Liases de plantas e fungos, portanto, ela é a primeira estrutura resolvida de uma aménio-liase
eucariotica que ndo possui este dominio. A enzima TclP foi até expressa em E. coli (DE3)
usando-se o vetor pET-28a(+), porém, os testes de purificagdo por cromatografia de afinidade
com diferentes ions metélicos imobilizados ndo foram suficientes para obté-la numa pureza
adequada para os ensaios de cristalizagdo; entdo, sua estrutura foi hipotetizada por modelagem
por homologia. A enzima CaGAPDH foi expressa em E. coli (DE3) utilizando-se o vetor
pET-28a(+) e purificada por cromatografia de afinidade a Ni*?. Cristais da CaGAPDH
apareceram em 3 dias ap0s a montagem das gotas e o melhor difratou a uma resolucao
méaxima de 2,98 A. A indexacio e o processamento mostraram que o cristal pertence ao grupo
de espaco P2: e apresenta simetria ndo cristalografica translacional. Estudo posterior ao
refinamento da estrutura mostrou que a CaGAPDH apresenta duas mutacGes conjugadas,
Glu296 no lugar de uma comum Ala e Ala258 no lugar de comuns Lys ou Asn, residuos
frente a frente, que possivelmente levam a conservacdo de propriedades estruturais. Desta
forma, os resultados apresentados servem de suporte para investigacbes posteriores que
esclarecam a participacéo das enzimas HAL e IP no metabolismo do T. cruzi, assim como da
GAPDH em C. albicans. Ademais, as informacOes estruturais ora apresentadas poderdo
contribuir para o desenvolvimento de novos quimioterdpicos para doenca de Chagas e
também para a candidiase, ante posterior comprovacdo da CaGAPDH como alvo molecular.

Palavras-chave: Histidina amonio liase. Imidazolona propionase. Trypanosoma cruzi.
Gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase. Candida albicans.



ABSTRACT

The study of the three dimensional (3D) structure of proteins helps us to understand the
relations among amino acid sequence, structure and function, what is essential for a better
understanding of the pathogenic mechanisms of organisms and for the development of new
drugs. In this context, the present work aims to determine the three dimensional structures of
enzymes Histidine Ammonia-Lyase and Imidazolone Propionase from Trypanosoma cruzi
(TcHAL, TclIP) and Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase from Candida albicans
(CaGAPDH). After TcHAL structure refinement, one could observe the abscence of the so
called protection domain of the active site, what is different to previously known 3D
structures of Phenylalanine Ammonia-Liases from plants and fungi, therefore, it is the first
solved structure of an eukaryotic ammonia lyase that does not present this domain. The TclP
enzyme was even expressed in E. coli (DE3) using the vector pET-28a(+), however, the
purification tests by affinity chromatography with different metal ions were not sufficient to
obtain it in an adequate purity for the crystallization trials; therefore, its structure was
hypothesized by homology modeling. The CaGAPDH enzyme was expressed in E. coli (DE3)
using the vector pET-28a(+) and purified by Ni*? affinity chromatography. Crystals from
CaGAPDH appeared in 3 days after the drops were assembled and the best one diffracted to a
maximum resolution of 2.98 A. Indexing and processing showed that the crystal belongs to
the space group P2: and presents translational non-crystallographic symmetry. A study after
structure refinement showed that CaGAPDH has two conjugated mutations, Glu296 on place
of a common Ala and Ala258 on place of common Lys or Asn, face to face residues, which
possibly maintain structural properties. Thus, the results presented here provide support for
further investigations to explain the participation of the enzymes HAL and IP in the
metabolism of T. cruzi, as well as for GAPDH in C. albicans. In addition, the structural
information presented here may contribute to the development of new chemotherapeutic
agents for Chagas disease and also for candidiasis further evidence of CaGAPDH as a
molecular target.

Keywords: Histidine ammonia-lyase. Imidazolone propionase. Trypanosoma cruzi.
Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase. Candida albicans.
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INTRODUCAO GERAL

A cristalografia de macromoléculas é utilizada para determinagdo da estrutura
tridimensional em nivel atdbmico em estudos de sistemas biolégicos como proteinas
(AMBROSIO; FRANCHINI, 2017). As informagdes estruturais das macromoléculas podem
ser obtidas utilizando-se de varias técnicas: difracdo de raios X (RUPP, 2009), difracdo de
néutrons (BACON, 1966), ressonancia magnética nuclear (RMN) (RENAULD, 2020),
espalhamento de raios X a baixo angulo (SAXS) (KIKHNEY; SVERGUN, 2015),
microscopia eletronica (ME) (COSTA; IGNATIOU; ORLOVA, 2017), modelagem por
homologia (ORRY; ABAGYAN, 2012) e entre outras. Notoriamente, a cristalografia por
difracdo de raios X se mostra a ferramenta mais poderosa, sendo atualmente responsavel por
mais de 100 mil novas estruturas de proteinas resolvidas e depositadas no banco de dados
Protein Data Bank (PDB) (BERMAN, 2000). Porém, note-se que a microscopia eletronica
teve um grande desenvolvimento ultimamente e ja contribuiu com a resolucdo de
aproximadamente 10 mil novas estruturas de proteinas (CALLAWAY, 2020) desde o relato
da primeira estrutura depositada no PDB do Zika virus em 2017 (HASAN et al., 2017).

As proteinas sdo responsaveis por diversas funcdes bioldgicas, como catélise,
transporte, regulacdo, protecdo entre outras varias tarefas essenciais a manutencdo da vida
(LEHNINGER; NELSON; COX, 2019). Devido as diversas funcdes realizadas por essas
macromoléculas biologicas, o estudo da sua sequéncia de aminoacidos e estrutura séo
fundamentais para busca de novas abordagens terapéuticas, principalmente para proteinas de
organismos patogénicos (GUIDO et al., 2010).

Um bom alvo estrutural para o desenvolvimento de drogas deve ser uma molécula
essencial para o organismo, para o qual inibidores de alta afinidade possam ser identificados e
gue tenham pouca ou nenhuma afinidade pela eventual proteina homologa humana. Como
requisitos adicionais, deve apresentar especificidade, baixa toxicidade e biodisponibilidade.
As estratégias para caracterizacdo de alvos consistem em identificar enzimas especificas do
organismo presentes em vias metabdlicas e buscar diferencas estruturais nos sitios de ligacdo
entre o evetual homoélogo humano e do organismo em estudo (ALVES-FERREIRA et al.,
2009). Portanto, o projeto racional de medicamentos envolve a identificacdo de um alvo-
chave com base na compreensdo das vias metabolicas e redes regulatérias para projetar um
quimioterapico altamente especifico com base na estrutura tridimensional (3D) deste alvo
(SZARECKA,; DOBSON, 2019; WIEMAN et al., 2004). Além disso, existem os métodos de
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validacdo de alvo (quimicos e/ou genéticos), em que inibidores de pequenas moléculas podem
ser usadas para modular a atividade funcional de um alvo (WYATT et al., 2011).

O estudo estrutural sobre a ligacdo de uma molécula de farmaco mostrard como a
molécula interage com a proteina, além disso, como este potencial farmaco pode ser
modificado visando melhorar as propriedades de ligacdo e, até mesmo, onde ndo pode ser
modificado para que a ligacdo ndo seja impedida (AMBROSIO; FRANCHINI, 2017). Neste
contexto, recentemente foi determinada a estrutura cristalina do dominio de ligacdo ao
receptor da proteina spike do SARS-CoV-2 ligada ao receptor celular ACE2. Assim, as
analises estruturais podem contribuir fornecendo informacdes sobre as mutagdes nas células
que podem auxiliar em novas formas de vacina (LAN et al., 2020).

Nesse ambito, o presente trabalho visa elucidar as estruturas tridimensionais das
enzimas Histidina Amonio Liase e Imidazolona Propionase de Trypanosoma cruzi - (TCHAL,
TclP), pertencentes a via catabdlica da L-histidina, e a Gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase
de Candida albicans (CaGAPDH), presente na via glicolitica.

No capitulo 1 esté descrito os estudos das enzimas TcHAL e TclIP. A TcHAL consiste
na continuagdo do trabalho realizado no mestrado por Miranda; Silva; lulek, (2015), que
compreende o refinamento e validacdo da estrutura, bem como a realizacdo de analises
comparativas e estruturais. A TclIP inclui a expressdo, testes de purificacdo e modelagem por
homologia.

No capitulo 2 esta descrito o estudo da proteina CaGAPDH, que compreende o
estabelecimento do protocolo de expressdo, purificacdo, cristalizacdo, determinacdo da

estrutura tridimensional e realizacdo de analises comparativas e estruturais.
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OBJETIVO GERAL

Elucidar a estrutura tridimensional das enzimas Histidina Amdnio Liase e Imidazolona
Propionase de Trypanosoma cruzi, € a Gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase de Candida
albicans, visando contribuir com informagdes ao nivel molecular na busca de inibidores para
esses potenciais alvos moleculares vinculado a doenca de Chagas e candidiase,

respectivamente.



18

CAPITULO 1 - HISTIDINA AMONIO LIASE E IMIDAZOLONA PROPIONASE DE
Trypanosoma cruzi (TcCHAL e TclP)

1.1 INTRODUCAO

1.1.1 Doenca de Chagas

A Tripanossomiase americana, também chamada doenca de Chagas, é uma infecgédo
causada pelo protozoario parasita cinetoplastideo Trypanosoma cruzi (CHAGAS, 1909).
Trata-se de uma das dezessete doencas tropicais negligenciadas (DTNs), que compreendem
outras como a cisticercose, a leishmaniose e a equinococose (OMS, 2019). As DTNs séo
doencas transmissiveis presentes em paises tropicais e subtropicais que afetam mais de um
bilhdo de pessoas. Particularmente afetam populagcdes que vivem em situacdo de pobreza e de
vulnerabilidade, com acesso restrito a satde de qualidade, assim como a servigos essenciais
de instalacdes de abastecimento de agua potavel e esgotamento sanitario (OMS, 2021).

A doenca de Chagas esta presente na humanidade desde os tempos antigos e continua
a ser um problema social e econémico relevante nas Américas (MONCAYO; SILVEIRA,
2009). De acordo com a OMS, estima-se que 6 a 7 milhdes de pessoas em todo mundo,
principalmente na América Latina estejam infectadas com a doenca (OMS, 2019) e mais de 1
milhdo desses casos ocorrem no Brasil (OMS, 2015). Nas ultimas décadas, a doenca de
Chagas também tem sido uma preocupacéo para locais ndo endémicos, como Canada, Estados
Unidos, Europa, Australia e Japdo devido a constante migracdo de individuos de areas
endémicas (OPAS, 2016). Isso se deve principalmente a mobilidade populacional entre a
América Latina e o restante do mundo (RASSI JUNIOR; RASSI; MARCONDES DE
REZENDE, 2012).

Essa zoonose € transmitida ao ser humano pelo contato com as fezes dos insetos
vetores, conhecidos no Brasil como "barbeiros”, dentre mais de 300 espécies que podem
transmitir o T. cruzi, destaca-se a Triatoma infestans, Rhodnius prolixus e Panstrongylus
megistus (MSF, 2018). Além da transmissdo vetorial, outros meios ocupam um papel
importante na disseminacdo da doenca, tais como: transmissdo via transfusdo de sangue e
transplantes de 6rgdos de doadores infectados para receptores saudaveis, transmissao vertical
durante a gravidez ou nascimento, contaminacdo através de acidentes de laboratério e por
ingestdo de liquidos ou alimentos (RASSI JUNIOR; RASSI; MARIN-NETO, 2010). No
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municipio de Barreirinha-AM, houve relatos de contaminacdo durante a preparacao,
conservagao e consumo de suco de agai (FVS, 2019).

Nos seres humanos, esta doenga apresenta principalmente duas formas clinicas: aguda
e cronica. A fase aguda € caracterizada por uma alta parasitemia geralmente assintomatica ou
acompanhada de sintomas inespecificos, como febre, dor de cabeca (PAES et al., 2011) e
edema palpebral prolongado comumente chamado de sinal de Romafia (BERN, 2015). Estas
manifestacdes desaparecem espontaneamente em 90% dos casos e possivelmente 60-70% dos
individuos nunca desenvolverdo sinais ou sintomas relacionados a doenca de Chagas (VAGO
et al., 2000). Os pacientes restantes 30-40% podem progredir para a fase cronica com doencas
neuroldgicas, cardiacas, digestivas (megacdlon ou megaesdfago) ou sinais clinicos
cardiodigestivos (PINAZO et al., 2010). Esta fase aparece depois de um longo periodo sem a
manifestacdo da doenca, chamado periodo de laténcia, periodo este que pode durar varios
anos, razdo pela qual esta fase pode ser considerada inclusive como uma fase cronica
assintomatica (PAES et al., 2011).

O diagnéstico da doenca de Chagas humana pode ser realizado em qualquer estagio da
doenca e envolve a analise de dados clinicos, epidemioldgicos e dados de laboratorio
(UMEZAWA; SHIKANAI-YASUDA,; STOLF, 1996). Na fase aguda, é possivel determinar a
presenca de parasitas circulantes no sangue por testes parasitologicos, que podem ser diretos
como esfregaco de sangue ou por multiplicacdo como hemocultura e reacdo em cadeia da
polimerase (PCR) (LUQUETTI; SCHMUNIS, 2017). Na fase cronica, pelo menos dois testes
sorolégicos baseados em principios diferentes devem ser realizados para detectar anti-T.cruzi
anticorpos 1gG, como imunoflorescéncia indireta (IFA), hemaglutinacdo e ensaio de
imunoabsorcdo enzimética (ELISA) (RASSI JUNIOR; RASSI; MARCONDES DE
REZENDE, 2012). Além de testes parasitoldgicos e soroldgicos; exames laboratoriais de
rotina, eletrocardiograma (ECG), radiografia toracica e hepatograma sdo solicitados tanto na
fase aguda quanto na fase cronica para avaliacdo clinica (BERN et al., 2007; SCHIJMAN et
al., 2011).

Os unicos medicamentos quimioterapéuticos atualmente em uso sdo o Nifurtimox [3-
metil-4-(5'-nitrofurfurilideneamina)-tetra-hidro-4H-tiazina-1,1-diéxido] (Figura 1-A), um
nitrofurano e benzonidazol (N-benzil-2-nitroimidazol acetamida) (Figura 1-B), um derivado
de nitroimidazol (MORILLA; ROMERO, 2015). Estudos indicam que o mecanismo de acdo
destes compostos estdo relacionados com a formacdo de radicais livres e/ou metabolitos
eletrofilicos. O grupo nitro (NOz) presente nestas moléculas é reduzido ao grupo amino (NH>)

pela acdo de enzimas do tipo nitroredutases, que atuam especificamente em sistemas
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moleculares do tipo R-NO: (MAYA et al, 2003; MAYA et al., 2007). Evidéncias
experimentais indicam que acdo antiparasitaria do Nifurtimox esta associada a presenga de
oxigénio por meio da reducdo do grupo nitro para radicais nitrodnions instaveis, levando ao
surgimento de moléculas toxicas ao parasita (BOIANI; GONZALEZ, 2005). O Benzonidazol
age no estresse redutivo, que poderia inibir a sintese de macromoléculas por ligacéo covalente
entre intermediérios de nitroredugdo com os componentes celulares do parasita (DIAZ DE
TORANZO et al., 1988). Além disso, esta droga potencializa a fagocitose, melhorando a
resposta imune do hospedeiro por meio da producdo de y-interferon (ROMANHA et al.,
2002), inibindo a fumarato redutase e interferindo com a resisténcia ao estresse oxidativo
(TURRENS et al., 1996).

Na fase cronica, a eficacia desses medicamentos é baixa e controversa, além do
surgimento de efeitos colaterais graves apos uso prolongado (PAES et al., 2011). Devido, a
falta de sintomas ou, quando presente, a sua ndo especificidade, a maioria dos pacientes é
diagnosticado na fase cronica, onde as chances de cura sdo pequenas. Ambos 0s farmacos
podem ser considerados efetivos na fase aguda com indice de cura definida em cerca de 80%
dos casos. Segundo os Centros de Controle e Prevencdo de Doengas (CDC) (CDC, 2016),
esse tratamento é realizado por um longo periodo, de 30-90 dias, e as drogas apresentam
varios efeitos colaterais, tais como: anorexia, nausea, vomito, polineuropatia periférica e
dermopatia alérgica, o que pode em alguns casos levar a interrupcdo do tratamento. Desde a
descoberta desses dois compostos hd mais de 40 anos, ndo ha outro medicamento aprovado
para o tratamento da doenca de Chagas (BELLERA et al., 2015).

Figura 1 - Representacdo das estruturas quimicas das principais drogas usadas para o tratamento da doenca de
Chagas.
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Legenda: A) Nifurtimox; B) Benzonidazol.
Fonte: Cristovdo-Silva et al. (2019).

A busca por estratégias de tratamento apontam possibilidades significativas contra a
doenca de Chagas nos ualtimos anos (BUCKNER; NAVABI, 2010). Neste contexto, as
analises gendmica e protebmica do T. cruzi contribuiram para a identificacdo de um grande

namero de alvos bioldgicos presentes no parasita, em sua maioria vias metabdlicas, abrindo a
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perspectiva para o desenvolvimento de medicamentos mais especificos e menos tdxicos para
o0 tratamento da doenca de Chagas (DUSCHAK; COUTO, 2007; PAES et al., 2011).

Nessas perspectivas, alguns dos principais alvos terapéuticos em estudos clinicos sao
as enzimas trans-sialidase e nitroredutase tipo 1 (NTR), alvos mais procurados para o estudo
ao combate a doenca de Chagas (BALANA-FOUCE et al., 2014; BERMUDEZ et al., 2016;
SAN FRANCISCO et al., 2017; SCARIM et al., 2018).

Na procura por alvos terapéuticos, enzimas do catabolismo de aminoéacidos que
contribuem como fonte de energia ao T. cruzi vém sendo estudadas. Dentre esses
aminoacidos, a L-histidina tem sua degradacdo que leva ao glutamato e a outros produtos. Por
meio de banco de dados de genomas e do proteoma do T. cruzi, foi possivel identificar as
enzimas que fazem parte desta via catabdlica: Histidina Aménio Liase (HAL) (EC 4.3.1.3),
Urocanato Hidratase (EC 4.2.1.49), Imidazolona Propionase (EC 3.5.2.7) e Formimino
Glutamase (EC 3.5.3.8) (Apéndice A) (PAES et al., 2011). No caso particular deste trabalho,
0 interesse estd na primeira e terceira enzimas da via, Histidina Amonio Liase de
Trypanosoma cruzi (TcHAL) e Imidazolona Propionase de Trypanosoma cruzi (TclP),
respectivamente. Essas enzimas sdo consideradas potenciais alvos moleculares para
tratamento da doenca de Chagas, uma vez que constam no banco de dados do "TDR - targets”

(https://tdrtargets.org/), entretanto, ainda ndo sdo considerados alvos moleculares validados,

uma vez que ainda ndo existem estudos de ensaios de viabilidade, toxicidade, potencial de

resisténcia e drogabilidade.

1.1.2 Histidina Amoénio Liase (HAL)

A histidina pode ser uma fonte de energia para a biossintese de ATP em T. cruzi
através de sua conversdo em glutamato, seguida de oxidacdo mitocondrial (BARISON et al.,
2016). A Histidina Aménio Liase, também conhecida como histidase catalisa a desaminacéo
ndo oxidativa da L-histidina em &cido urocénico (TAYLOR; LEVY, 1991) (Figura 2).

Figura 2 - Conversdo de L-histidina a urocanato.
N

OH

Fonte: Placzek et al. (2019).


https://tdrtargets.org/

22

Em condicBes fisiolégicas normais a HAL é um homotetrdmero (SCHWEDE;
RETEY; SCHULZ, 1999;: CALABRESE et al., 2004; CHRISTIANSON et al., 2007;
ROTHER et al, 2001). Apresenta como cofator uma molécula de 4-metiledeno-5-
imidazolona (MIO) de formagdo pds-traducional oriundo da ciclizagdo do segmento do
tripeptideo Ala-Ser-Gly presente na sequéncia primaria (SCHWEDE; RETEY; SCHULZ,
1999; LOUIE et al., 2006; BAEDEKER; SCHULZ, 2002) (Figura 3). Esta biossintese é
caracteristica da familia das aménio-liases, que compreende também fenilalanina e tirosina
aminomutases (PAMs e TAMs) (FENG et al., 2011; CHRISTIANSON et al., 2007; KRUG;
MULLER, 2009), tirosina aménio-liases (TALs) (KYNDT et al., 2002) e fenilalanina
amonio-liases (PALs) (MACDONALD; D’CUNHA, 2007).

Figura 3 - Mecanismo proposto para biossintese do 4-metiledeno-5-imidazolona (MIO).

Fonte: Rétey (2003).

O mecanismo catalitico da HAL (Figura 4) consiste na ligacdo do substrato histidina a
enzima pelo seu dtomo C; atacando o MIO em sua fungdo metilideno (Etapa I). A carga
positiva introduzida no imidazol acidifica os prétons no atomo Cgs e também é responsavel
pela troca de hidrogénios (verificada mediante marcacdo por deutério no trabalho original de
Furata et al. (1992) observada no 4tomo C; do anel imidazélico. Apos a abstracdo do proton

Hre do Cs por uma base enzimatica (Etapa 1), o grupo a-aménia é eliminado (Etapa Ill) e 0
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produto urocanato é liberado (Etapa IV) (LANGER; PAULING; RETEY, 1995; GIVOT;
SMITH; ABELES, 1969; SIMPSON; MOSS; SLINGSBY, 1995).

Figura 4 - Mecanismo catalitico proposto para Histidina Aménio Liase (HAL).

Legenda: (I) o cofator eletrofilico 4-metiledeno-5-imidazolona (MIO) no sitio ativo forma um intermediario
covalente com o substrato histidina. (1) os prétons Cz séo ativados e os Hge abstraidos por uma base enzimatica.
(111) aamédnia é eliminada. (IV) a enzima se regenera liberando o produto urocanato.

Fonte: adaptado de Langer; Pauling; Rétey (1995).
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No Banco de Dados de Proteinas (PDB) consta apenas a estrutura tridimensional
depositada da HAL de Pseudomonas putida (BAEDEKER; SCHULZ, 2002). Além disso,
entre outros organismos, esta enzima ja foi isolada de Homo sapiens (ECKHART et al., 2008;
YOKO et al., 2005). A deficiéncia desta enzima no organismo humano pode levar a
histidinemia, uma doenca de carater autossdbmico recessivo que provoca um erro inato do
metabolismo de aminoécidos (YOKO et al., 2005). Relatos confirmam como principais
manifestagdes clinicas, o retardo mental e disturbios de linguagem (SCRIVER; LEVY, 1983).

1.1.3 Imidazolona Propionase (IP)

A IP é a terceira enzima da via que catalisa a conversdo de 4-imidazolona-5-
propionato em N-formimino-L-glutamato (Figura 5) (SMITH; HALPERN; MAGASANIK,
1971).

Figura 5 - Conversdo de 4-imidazolona-5-propionato a N-formimino-L-glutamato.

OH + H,0 _ 0

) /

Fonte: Placzek et al. (2019).

Em condicdes fisioldgicas normais a IP € um homodimero (TYAGI et al., 2007). No
PDB atualmente ha 2 estruturas tridimensionais de IPs depositadas, de Bacillus subtilis (BsIP)
(YU et al., 2006) e Agrobacterium tumefaciens (AtIP) (TYAGI et al., 2007). Considerando a
sequéncia da TcIP, essas proteinas apresentam identidades de 39,55 e 39,50% com ela,
respectivamente. As IPs pertencem a superfamilia de enzimas hidrolases metalodependentes e
ambas as estruturas BsIP e AtIP mostraram esta dependéncia pelos metais Zn*? e Fe™®,
respectivamente (YU et al., 2006; TYAGI et al., 2007).

Considerando-se as interacdes, os residuos do sitio ativo da estrutura de BsIP sdo
Arg89, Tyr102, Tyrl52, His185, Glu252 e Ser329; ja a coordenacdo do cétion Zn*? faz-se
através ligacdes polares com quatro residuos de histidina (His80, His82, His249 e His272),
um acido aspartico (Asp324) e uma molécula de dgua. Na presenca do substrato, 0 Zn*2 pode

atuar como um eletrofilo para ajudar a ativar o nucle6filo da agua e promover o ataque ao
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substrato (YU et al., 2006). Na estrutura da AtlP, os residuos do sitio ativo sdo conservados,
com excecdo da GIn257 e do Thr334; além disso, a coordenagio do Fe*™® implica em ligacdes
polares com os mesmos residuos equivalentes da estrutura de BsIP (TYAGI et al., 2007). A
catélise da IP é iniciada pela transferéncia de um proton da molécula de &gua ligada ao metal
Fe*™® para His277. O carbono carbonilico do substrato é atacado pelo hidroxido ligado ao
metal para formar um intermediario tetraédrico que é estabilizado pelas interac6es de ligacao
de hidrogénio com GIn245. Este intermediario entdo colapsa e o produto se forma através da
transferéncia de um préton do His277 carregado para o nitrogénio terminal do produto
(TYAGI et al., 2008).

Formam também a superfamilia de enzimas hidrolases metalodependentes a adenosina
desaminases, fosfotriesterases, dihidroorotases, alantoinases, hidantoinases, adenina e citosina
desaminases, anfosfases arildialquilfosfatases, clorohidrolases e formilmetanofurano
desidrogenase, codigo 51556 no banco de dados supfam
(http://supfam.org/SUPERFAMILY/cgi-bin/scop.cgi?sunid=51556).

1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
1.2.1 Histidina Aménio Liase
e Resolver a estrutura tridimensional por cristalografia;
e Realizar estudos comparativos entre a estrutura obtida e as homdlogas encontradas em

banco de dados.

1.2.2 Imidazolona Propionase

e Estabelecer as condicGes de expressao de forma heter6loga em Escherichia coli;
e Purificar a enzima por cromatografia de afinidade;

e Produzir e validar um modelo por homologia in silico.
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1.3 MATERIAIS E METODOS

1.3.1 Histidina Amdnio Liase

1.3.1.1 Refinamento da estrutura cristalogréfica

A estrutura da TcHAL foi inicialmente submetida ao programa automatizado Phenix
autobuild, que utiliza fatores de estrutura e dados de incertezas obtidos do modelo de partida
resultante da substituicdo molecular previamente descrita por Miranda; Silva; lulek (2015).
Em seguida, o modelo foi completado e refinado em um processo interativo com o0s
programas Phenix.refine (AFONINE et al., 2012) e Crystallographic Object-Oriented Toolkit
- COOT (EMSLEY; COWTAN, 2004). Os mapas utilizados para visualizacdo de densidade
eletronica foram Fourier diferenca mFo-DFc (READ, 1986) e densidade eletrénica 2mFo-

DFc (MAIN, 1979), sem completar dados faltantes para evitar tendenciosidades.

1.3.1.2 Validagéo da estrutura

Os programas utilizados para a validacéo da estrutura foram: Procheck (LASKOWSKI
et al., 1993), Molprobity (CHEN et al., 2010) e validacdo PDB (WESTBROOK et al., 2003).
Para o célculo dos indices de ajuste na densidade eletronica foi utilizado o RSR (valor
residual no espaco real), RSCC (coeficiente de correlacdo no espaco real) e o programa
Mapman (KLEYWEGT; JONES, 1996).

1.3.1.3 Analise e comparacdes estruturais

1.3.1.3.1 Topologia

A estrutura foi analisada com a ferramenta Pictorial data base of 3D structures in the

Protein Data Bank (PDBsum) para obtencdo do diagrama de topologia e calculo das areas de
contato entre os mondmeros (LASKOWSKI, 2018).



27

1.3.1.3.2 Alinhamento das sequéncias de amino&cidos

O alinhamento de sequéncias de aminoacidos foi realizado com o pacote 3DCoffee
(O'SULLIVAN et al.,, 2004) com uma extensdo do programa T-Coffee (NOTREDAME;
HIGGINS; HERINGA, 2000). O programa ALINE (BOND; SCHUTTELKOPF, 2009) foi
usado para visualizagdo dos elementos de estrutura secundaria estimados pelo programa
DSSP (KABSCH; SANDER, 1983). O fundo da figura e a conservacéo relativa dos residuos
foi colorida de acordo com a convencdo do ALSCRIPT Calcons (BARTON, 1993).

1.3.1.3.3 Comparacg0es entre monémeros e com estruturas proteicas homoélogas

A sobreposicdo estrutural entre monémeros da TcHAL e o célculo do Desvio
Quadratico Médio das Distancias (RMSD) entre os Ca's foram realizados usando o programa
Lsgkab (KABSCH, 1976). As estruturas de proteinas homologas para comparacoes estruturais
foram selecionadas com base em uma ferramenta BLAST (ALTSCHUL et al., 1990)
disponivel no  Nacional Center for Biotechnology Information  (NCBI)

(https://www.nchi.nlm.nih.gov/). Outros critérios adotados foram selecionar estruturas de

organismos diferentes com melhor porcentagem de identidade, cobertura, resolucdo e
presenca de ligantes. As sobreposicdes entre estas foram calculadas com o programa
Multiprot (SHATSKY'; NUSSINOV; WOLFSON, 2002).

A partir da estrutura homologa de Pantoea agglomerans, codigo PDB 3UNV
(STROM et al., 2012), os contatos do ligante do acido (3S)-3-amino-3-fenilpropandico (SFE)
foram estimados no programa Ncont do pacote Collabotative Computacional Project N°.4
(CCP4) (WINN et al., 2011), considerando um ponto de corte de distancia de 3,5 A. Os
residuos correspondentes da TcHAL foram presumidos com base no alinhamento.

As figuras da estrutura TcHAL e comparag6es estruturais foram produzidas usando o
programa PyMol (DELANO, 2002).

1.3.2 Imidazolona Propionase

1.3.2.1 Clonagem

Através da colaboracdo com a Universidade de S&o Paulo (USP), Departamento de

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


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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E. coli cepa BL21-DE3 portadores do plasmideo recombinante pET-28a(+), contendo o gene
codificante para a enzima TcIP (pET-28a(+)/TcIP). Os clones foram propagados em indculos
de 5 mL de meio de cultura Luria Bertani (LB) liquido, contendo os antibioticos kanamicina e
tetraciclina nas concentragdes finais de 30 pg mL™* e 5 pg mL?, respectivamente. A
multiplicacdo bacteriana foi obtida pela incubacdo a 37 °C sob agitacdo de 240 rpm por 16 h
até atingir a saturacéo da cultura.

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

estocadas a -4 °C para posterior utilizagéo.

1.3.2.2 Expressdo e extracdo da TclP

Um in6culo inicial de 5 mL de meio LB liquido contendo os antibioticos kanamicina a
30 ug mL? e tetraciclina a 5 pg mL?, suplementado com 5 pL de estoque de células, foi
incubado a 37 °C sob agitacdo de 200 rpm por 16 h. O inoculo inicial foi diluido na proporgao
de 1:100 em um novo cultivo de 100 mL de meio LB contendo os antibidticos kanamicina (30
ng mL™?) e tetraciclina (5 png mL™) mantido a 37 °C sob agitacdo de 200 rpm até atingir uma
densidade optica (DO) entre 0,4 e 0,6 a 600 nm. Atingida esta condicdo, as culturas de células
foram induzidas com Isopropiltio-B-D-galactosideo (IPTG) na concentracdo final de 0,5
mmol L, e incubadas a 20 °C, 25 °C e 37 °C sob agitacdo de 150 rpm por 16 h. As culturas
assim obtidas foram centrifugadas a 6000 rpm por 15 min a 4°C. O meio de cultura foi
descartado e as células foram armazenadas a -86 °C.

Para a extracdo da proteina heterdloga, a massa celular proveniente de 100 mL de
cultura foi ressuspendida em 10 mL de tampao de ligacdo composto por 20 mmol L? Tris-
HCI pH 7,9 e 500 mmol L* NaCl. No passo seguinte, as células foram rompidas em sonicador
ultrassdnico mediante 4 ciclos de 1 min e intervalos de descanso em gelo de 1 min entre cada
ciclo. Apos a ruptura celular, a amostra foi submetida a centrifugacdo a 6000 rpm por 40 min
a 4 °C, separando-se a fracdo soluvel (sobrenadante) da insoltvel (precipitado).

A expressdo da proteina TclP foi avaliada em SDS-PAGE, método adaptado de
Sambrook e Russel, (2001). Para aplicacdo no gel, aliquotas de 20 pL foram diluidas em
tampdao de amostra na proporc¢do 1:1 e desnaturadas por aquecimento a 98 °C durante 5 min.
A eletroforese foi conduzida sob tensdo de 180 V por 1 h. Apos a eletroforese, o gel foi
corado em solucdo de 10% (V/V) acido acético glacial, 0,25% (m/V) azul de Comassie R-250
e 45% (V/V) de etanol por 15 min e descorado em solucéo de 57% (V/V) metanol e 3% (V/V)

acido acético por aproximadamente 30 min.
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1.3.2.3 Purificagdo por cromatografia de afinidade

A fracdo contendo as proteinas sollveis, em tampdo de ligacdo, correspondente a 250
mL de cultura bacteriana, foi utilizada para a cromatografia de afinidade em resina carregada
com a solugdo de cloreto de niquel (NiCl,) a 0,2 mmol L. A purificacdo foi realizada em
cromatografo  AKTA Purifier 100 UPC GE®. Uma coluna de 1 mL (HisTrap HP-
GE®Healthcare Life Sciences) foi previamente equilibrada com 5 volumes de coluna (VC)
com tampéo de ligagdo (fluxo de 1 mL min™, mantido em todas as etapas). Aliquota de 10 mL
do extrato protéico foi injetada na coluna e posteriormente eluida gradualmente com 23 VC
do mesmo tampdo utilizado para equilibrar a coluna. A proteina TclP foi eluida em gradiente
composto pelo tampdo de eluicdo (20 mmol L* Tris-HCI pH 7,9; 500 mmol L NaCl e 500
mmol L* imidazol) por 21 VC. O grau de pureza da proteina nas fracdes eluidas foi avaliado
visualmente por SDS-PAGE, conforme descrito no item 1.3.2.2.

Este protocolo também foi utilizado para cromatografias de afinidade aos ions
metalicos quelaveis cobre (Cu*?) e cobalto (Co*?), antes das quais as colunas foram
carregadas com solugdes de CuCl, e CoCly, ambas nas concentracdes de 0,2 mmol L™. Como
descrito no guia de selecdo de resinas IMAC (Immobilized metal ion affinity
chromatography), estes ions metalicos possuem uma associacdo inversa de afinidade pela
especificidade pela His-tag, sendo assim, o Cu*? foi utilizado devido a sua maior afinidade e o
Co*? a sua  maior especificidade, quando comparado ao Ni*> (MARVELGENT
BIOSCIENCES, 2020).

1.3.2.4 Modelagem por homologia da TclP

A busca por sequéncias de aminoacidos similares a da enzima alvo foi realizada com a
ferramenta BLAST (ALTSCHUL et al., 1990) disponivel no NCBI. Os critérios utilizados
para selecionar os templetes foram: as estruturas de IP(s) depositadas no PDB com
percentagem maior de <25% de identidade. As estruturas tridimensionais selecionadas foram
sobrepostas com a utilizacdo do programa MultiProt (SHATSKY; NUSSINOV; WOLFSON,
2002). O alinhamento entre as sequéncias de aminoacidos foi realizado com o programa T-
Coffee (NOTREDAME; HIGGINS; HERINGA, 2000). Os modelos tridimensionais foram
produzidos pelo programa Modeller (ESWAR et al., 2006). Os modelos gerados foram
avaliados quanto a energia livre de Gibbs, mediante, anélise da pontuacdo Discrete Optimized
Protein Energy (DOPE) (SHEN; SALI, 2006), e quanto aos angulos torcionais ¢ (phi) e vy
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(psi) pela andlise do grafico de Ramachandran produzido pelo programa Procheck
(LASKOWSKI et al., 1993).

1.3.2.5 Analise do modelo gerado por homologia

O modelo obtido foi analisado pela ferramenta PDBsum (LASKOWSKI, 2018) a fim
de analisar a estrutura secundaria e a topologia. As sequéncias de aminoacidos foram

alinhadas de acordo com a descricdo do item 1.3.1.3.2.

1.4 RESULTADOS E DISCUSSAO

1.4.1 Histidina Amonio Liase

1.4.1.1 Refinamento da estrutura cristalografica

Os grupos para translacdo, libracdo e roto-translagdo (TLS), apos testes, decidiu-se
usar cada monémero como um. J& quanto a simetria ndo cristalografica (NCS), verificou-se
que o uso limitado desta pode ser benéfico, mas deve implicar a anélise praticamente residuo
a residuo dos atomos a serem incluidos, pois testes com abrangéncias automaticas tradicionais
trouxeram prejuizos significativos a geometria, portanto, ndo se incluiram estas restricdes.

Durante o refinamento observou-se que os residuos no intervalo 265 a 284 estdo
desordenados, situacdo semelhante a regido correspondente na homdloga Histidina Aménio
Liase de Pseudomonas putida (PpHAL) - PDB ID: 1GKM (BAEDEKER; SCHULZ, 2002),
estrutura utilizada para a atribuicdo do faseamento inicial (substituicdo molecular). Na Figura
6 esta apresentado o alinhamento das sequéncias de aminoacidos no qual estd marcada esta

regido desordenada.
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idos das proteinas homdlogas representativas.
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Observou-se nas estruturas homologas depositadas no PDB, por exemplo, a PpHAL, a
Tirosina Aminomutase de Streptomyces globisporus (SgTAM) - PDB ID: 20HY
(CHRISTIANSON et al., 2007), a Tirosina Amoénio Liase de Rhodobacter sphaeroides
(RSTAL) - PDB ID: 206Y (LOUIE et al., 2006), a Fenilalanina Aminomutase de Pantoea
agglomerans (PaPAM) - PDB ID: 3UNV (STROM et al., 2012), a Fenilalanina Aménio
Liase de Nostoc punctiforme (NpPAL) - PDB ID: 2NYF (MOFFITT et al.,, 2007), a
Fenilalanina Amonio Liase de Anabaena variabilis (AvPAL) - PDB ID: 2NYN (MOFFITT et
al., 2007), a Fenilalanina Amdnio Liase de Petroselinum crispum (PcPAL) - PDB ID: 1W27
(RITTER; SCHULZ, 2004), a Fenilalanina Aménio Liase de Taxus wallichiana (TWPAL) -
PDB ID: 4Vv2Q (HEBERLING et al., 2015) e a Fenilalanina Amonio Liase de Sorghum
bicolor (SbPAL) - PDB ID: 6AT7 (JUN et al., 2018), que o segmento tripeptideo Ala-Ser-
Gly, residuos 143-144-145 em TcHAL e transformado em um residuo modificado, que tem
papel de cofator, 4-metilideno-5-imidazolona, cuja identificacdo por 3 letras no PDB é MIO,
por um mecanismo de reacdo autocatalitico (SCHWEDE; RETEY; SCHULZ, 1999).
Acredita-se que o MIO funcione como um eletréfilo através do seu grupo funcional ceto o/f-
insaturado (HANSON; HAVI, 1970), o que é uma caracteristica da familia de enzimas
HAL(s), PAM(s), TAM(s), TAL(s) e PAL(s). Assim, estabeleceram-se as restricdes

geométricas adequadas e refinou-se este tripeptideo com este residuo modificado (Figura 7).

Figura 7 - Qualidade de ajuste na densidade eletrénica para o residuo modificado MIO do mondmero A.

Fonte: O autor.

Na figura 8 podem ser observados os mapas Fourier diferenca e densidade eletrénica

para os residuos Cys393 de todos mondmeros.


https://pubs.acs.org/author/Heberling%2C+Matthew+M
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Figura 8 - Qualidade de ajuste na densidade eletrnica para o residuo Cys393.

Legenda: monbémeros A, B, C e D. Os mapas de densidade eletrénica (2mFo-DFc¢) foram desenhados com +1c
de contorno (azul) e os mapas de Fourier diferenca (mFo-DFc) com +3c de contorno (verde).
Fonte: O autor.

Com base nos mapas Fourier diferenca, observa-se que as cadeias laterais da Cys393
em todos os mondmeros sdo oxidadas e compativeis com um atomo de enxofre extra,
portanto, os residuos de S-mercaptocisteina (CSS) foram refinados nessa posicdo. A hipdtese
é que esse atomo de enxofre extra provenha do tampao HEPES, pois ha espaco suficiente na
cavidade ao redor para quaisquer atomos remanescentes, 0 que seria, no entanto, desordenado.

Na Figura 9 esta apresentada a qualidade de ajuste na densidade eletr6nica para o

residuo Cys393 com a ligacdo S-S a partir da adicdo de um atomo de enxofre.
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Figura 9 - Qualidade de ajuste na densidade eletr6nica para o residuo CSS393 ligado a um atomo de enxofre.
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Legenda: monbémeros A, B, C e D. Os mapas de densidade eletrénica (2mFo-DFc¢) foram desenhados com +1c
de contorno (azul) e os mapas de Fourier diferenca (mFo-DFc) com +3c de contorno (verde).
Fonte: O autor.

No alinhamento da Figura 10, com sequéncias homologas de estruturas resolvidas,
observa-se que estes ndo apresentam um residuo Cys nessa posicdo, exceto que a AvPAL
possui 0 Cys424 vizinho e ndo modificado. No entanto, a HAL humana (HsHAL), cuja
sequéncia (isoforma 3) esta incluida no alinhamento, também apresenta uma Cys na mesma

posicao equivalente da TcHAL.

Figura 10 - Parte do alinhamento da sequéncia de aminodacidos das proteinas homologas a TcHAL (Fig. 6).
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No modelo final, optou-se em deixar 154 residuos de aminoacidos com cadeias
laterais ndo completas devido a auséncia de densidade eletrbnica. Também devido a esta
auséncia, o0 modelo apresentou alguns intervalos entre segmentos de residuos de aminoacidos

da cadeia principal ndo modelados, além do 265-284 em todos os mondmeros como citado
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anteriormente, a saber: (a) monémero A: Gly61-Glu64; (b) monémero B: Phe60-1le67; (c)
monbémero C: Gly61-Ser65; (d) monémero D: Gly61-Phe63, Val379-Gly383. Ratificando, ha
a transformacdo dos residuos Alal43, Serl44 e Gly145 no cofator MIO143, assim, estes
aminoéacidos ndo estdo presentes em sua forma candnica nessa posicdo da estrutura. Na
Tabela 1 observa-se os valores estatisticos finais para a estrutura TcHAL, destacando-se 0s

indices de Rractor € Riree que convergiram para 17,82% e 21,65%, respectivamente.

Tabela 1 - Dados estatisticos do processamento e refinamento.

Dados do processamento
Parametros do cristal

Resolucéo (A) 2,55

Faixa de resoluco (A) 111,13-2,55 (2,63-2,55)
Grupo de espaco P21212;
Dimenséo de cela unitaria

a, b, ¢ (R 87,81; 144,55; 173,76
Total de reflexdes 435251 (28864)
Reflexdes Unicas 72424 (6307)
Multiplicidade 6,0 (4,6)
Completeza (%) 99,3 (98,6)
«(/o(1) 11,9 (2,0)
Wilson B-factor (A?) 39,49

Rmerge (%0) 17,1 (83,6)
Rmeas(%) 19,0 (94,6)
CCu2(%) 99,1 (73,2)
Dados do refinamento

Rwork (%) 17,82
Rfree(%) 21,65

Desvio Médio Quadratico

Comprimento de ligacéo (A) 0,003
Angulo de ligacéo (°) 0,750
Numero de atbmos sem H

Total 14951
Macromoléculas 14272

Fator de B-médio (A?)

Global 34,2
Macromoléculas 34,2
Solvente 34,8

RSCC global 0,9527

RSR global 0,1222
Gréafico de Ramachandram (%)

Favoraveis 91,7
Adicionalmente permitidas 8,0
Generosamente permitadas 0,3

N&ao permitidas 0,0

Legenda: os valores entre parénteses correspondem a ultima faixa de resolucéo.
Fonte: O autor.
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1.4.1.2 Validagéo da estrutura
1.4.1.2.1 Avaliacao dos angulos torcionais da cadeia principal

A qualidade estereoquimica da estrutura no tocante aos angulos phi () e psi (w) pode
ser constatada no grafico de Ramachandran (Figura 11). Dos 2.021 aminoacidos analisados,
91,7% estdo em regides favoraveis, 8,0% em regides adicionalmente permitidas e 0,3% em
regides generosamente permitidas. Nesta Gltima regido estdo as Lys191 dos 4 mondmeros,
porém, elas apresentam densidades eletrdnicas (+1c) que corroboram suas conformagdes ndo
usual, que sdo observadas na mesma orientacdo nas seguintes estruturas homologas: PpHAL,
PaPAM, AVPAL e PcPAL. Por outro lado, as Ala419 dos monémeros A e C apresentam baixa
conectividade de densidade eletronica (+0,50) da cadeia principal, o que indica esta regido ser

relativamente desordenada.

Figura 11 - Gréfico de Ramachandran da enzima TcHAL.
180

135

Psi (graus)

45 9 135 180

Phi (graus)

Legenda: as glicinas sdo representadas por triangulos e os demais aminoacidos por quadrados. As areas em
vermelho sdo chamadas de regides favordveis; em amarelo de regides adicionalmente permitidas; em bege de
regides generosamente permitidas e em branco de regides ndo permitidas. Figura gerada pelo programa
Procheck.

Fonte: O autor.

No alinhamento da Figura 12 mostra que a Ala419 ndo é conservada em todas as

estruturas homologas e também ndo pertence a residuos do sitio ativo.
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Figura 12 - Parte do alinhamento da sequéncia de aminodacidos das proteinas homdlogas representativas (Fig.
6). Destaque para o residuo Ala419.
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Legenda: o retangulo em ciano destaca os residuos da posi¢do equivalente a Ala419 em TcHAL.
Fonte: O autor.
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1.4.1.2.2 Coeficiente de correlac@o no espaco real (RSCC) e valor residual no espaco real
(RSR)

Para estimar o ajuste da estrutura a densidade eletrdnica, realizaram-se calculos dos
indices RSCC e RSR, mostrados na Tabela 2 (por monémero global) e nos gréficos (por
residuo) da Figura 13 (A, B, C e D).

Tabela 2 - Valores globais de RSCC e RSR por mondémero.

Monbmeros RSCC RSR
A 0,9534 0,1212
B 0,9525 0,1237
C 0,9541 0,1198
D 0,9506 0,1241
Todos 0s mondmeros 0,9527 0,1222

Fonte: O autor.



Figura 13 - Qualidade do ajuste na densidade eletronica representada em graficos por cadeia e por residuo.

A

Legenda: (A) mon6mero A; (B) mondémero B; (C) monémero C e (D) mondmero D.
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Nos gréficos da figura 13, é possivel constatar que entre os residuos 59 e 68 para 0s
monbémeros A, B e C, a desordem é maior, 0 que nos determinou, na maioria dos casos, a ndo
modela-los, variando-se em um ou trés residuos a mais ou a menos conforme o monémero.
Excecdo apenas para o monémero D, para o qual, apesar ainda da desordem, ao menos uma
baixa densidade eletrdnica continua correspondente a cadeia principal pode ser observada, o
que permitiu, entdo, a modelagem.

Os residuos 415 a 425 de todas os mon6meros também correspondem a uma regiao
desordenada, dificultando a modelagem. Esta regido em particular foi submetida a um
annealing computacional durante o refinamento, fornecendo energia para permitir a
mobilidade e uma possivel melhoria de ajuste desses residuos had densidade eletronica.
Desordem semelhante também foi observada para os residuos da Asn381 e Glu483 do
mondmero A e ainda com a Arg373 do monémero D. O alinhamento apresentado do Figura 6
contém os elementos de estrutura secundaria e permite identificar as regides desordenadas da

estrutura.
1.4.1.2.3 Avaliacdo da geometria dos rotameros

A validacdo realizada pelo programa Molprobity permitiu constatar que de um total de
2.021, apenas 44 ndo estdo entre 0s mais comuns, porém, estdo ajustados corretamente na
densidade eletrénica, o que confirma a posicdo em que foram modelados.
1.4.1.3 Analises e comparaces estruturais

1.4.1.3.1 Estrutura da TcHAL e topologia

A estrutura global do homotetramero na unidade assimétrica € mostrada na Figura 14.
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Figura 14 - Estrutura tridimensional da TcHAL.

Legenda: mondmeros coloridos como: A (verde), B (ciano), C (violeta) e D (amarelo). As tonalidades mais
escuras dentro de cada cor representam o dominio central e as tonalidades mais claras o dominio do MIO. Em

vermelho apresenta-se a molécula de MIO para cada monémero.
Fonte: O autor.

A Figura 15 mostra um diagrama de topologia do homotetramero que explicita os

elementos de estrutura secundaria e sua conectividade.

Figura 15 - Diagrama de topologia do mon6émero da TcHAL.

Legenda: em forma de cilindros vermelhos estdo as hélices-o, em setas rosas as fitas-f e em linhas em azuis os

loops.
Fonte: Laskwoski (2018).

Os demais resultados indicaram (Tabela 3) que entre os monémeros A:B e C:D ha

maior area interfacial, maior numero de ligacGes de hidrogénio e pontes salinas, portanto,
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estes mondmeros apresentam maior interag@o entre si do que com 0s demais monémeros.

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

N° de < N° de N° de 0
Mondmeros residuosem . Areas de pontes ligacdes de N° de c_;ontgtos
interface/A? ; DAYUES U sem ligacoes
contato salinas hidrogénio

A:B 81:81 4008 : 3984 12 54 585
C:D 81:79 3954 : 3976 12 54 582
A:C 58 : 56 2758 : 2782 4 18 287
B:D 53:57 2764 : 2713 4 17 279
A:D 3:3 137 : 136 - - 8

B:C 3:3 148 : 152 - - 11

Legenda: o simbolo ":" representa as inter-relagdes entre os mondmeros, entre os residuos e reas de interface.
Fonte: Laskwoski (2018).

1.4.1.3.2 Anélises do sitio ativo e contatos com o ligante SFE

O ligante (3S)-3-amino-3-fenilpropanodico (coédigo PDB ID: SFE), presente na
estrutura homologa PaPAM, foi utilizado como referéncia para verificagdo do sitio ativo, uma
vez que apresenta alta similaridade estrutural com o substrato, L-histidina. Ao analisar 0s
contatos desse ligante, foi possivel identificar os residuos equivalentes a TcHAL na cavidade
do sitio ativo, a saber, Tyrb4, Gly61, Asn198, Asn319 e Phe336, que sdo conservados nas
estruturas homologas (Figura 6). A Figura 16 mostra a densidade eletrénica para esses
residuos e suas posicbes atdbmicas modeladas, exceto que a cadeia lateral do Tyr54 foi
modelada apenas até Cy e Gly61 ndo foi modelado devido a falta de densidade, o que indica
que eles estdo desordenados na estrutura. Os residuos que fornecem seletividade do substrato

sdo relativamente préximos, Ser83, His84 e Ser85, respectivamente.

Figura 16 - Qualidade do ajuste na densidade eletronica para residuos do sitio ativo e seletividade de substrato da
TcHAL do mondmero C.

Legenda: o mapa de densidade eletronica (2mFo-DFc) foi desenhado com o contorno +1c (cinza).
Fonte: O autor.
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1.4.1.3.3 Anélises e comparacdes entre mondmeros e estruturas protéicas homélogas

A sobreposicdo pareada dos quatro mondmeros da TcHAL n&o revelou diferengas
estruturais significativas em suas conformacgdes, como pode ser observado pelos valores de
RMSD que variou entre 0,139 e 0,3130 A.

Com base nos critérios de selecdo descritos no item 1.3.1.3.3, foram identificadas 28
proteinas homdlogas com estrutura resolvida e depositadas no PDB, sendo estas pertencentes
a 10 organismos distintos. As estruturas escolhidas foram 1GKM, 20HY, 206Y, 3UNV,
2NYF, 2NYN, 1W27, 4V2Q, 1Y2M e 6 AT7 para analises e comparacdes estruturais (Tabela
4).

Tabela 4 - Proteinas homoélogas a TcHAL utilizadas nas comparagdes estruturais.

Cddigo  Resolucgéo Proteina/ Cobertura Identidade
(PDB ID) (A) Organismo/Sigla (%) (%)
1GKM 1,00 Histidina Amdnio Liase/ 89 42

Pseudomonas putida/ PpHAL

Tirosina Aminomutase/
20HY 2,50 Streptomyces globisporus/ SgTAM 4 36

Tirosina Amonio Liase/
206Y 1,50 Rhodobacter sphaeroides/ RsTAL %0 35

FenilalaninaAminomutase/
SUNV 1,54 Pantoea agglomerans/ PaPAM 88 33

Fenilalanina Amdnio Liase/
2NYF 2,50 Nostoc punctiforme/ NpPAL 81 31

Fenilalanina Amonio Liase/
2NYN 1,90 Anabaena variabilis/ AvPAL 82 31

Fenilalanina Amdnio Liase/
1wz7 1,70 Petroselinum crispum/ PcCPAL 8 30

Fenilalanina Amonio Liase/
4av2Q 1,95 Taxus wallichiana/ TwWPAL 80 23

Fenilalanina Amdnio Liase/
1y2Mm 1,60 Rhodosporidium toruloides/ RtPAL 84 28

Fenilalanina Amonio Liase/
6ATY 2,49 Sorghum bicolor/ SQPAL 81 29

Fonte: O autor.

Ainda assim, ao comparar com a estrutura PpHAL, além do fato de que os residuos do
sitio ativo sdo conservados, as sobreposicOes estruturais gerais de mondmeros confirmam a
alta similaridade estrutural, com um valor RMSD de 1,328 A para os principais atomos da
cadeia C da TcHAL e cadeia A da PpHAL, mostrada na Figura 17.
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Figura 17 - Sobreposi¢do de monémero de TcHAL e PpHAL.

Legenda: mondmero C de TcHAL (em verde) com o mondmero A de PpHAL (em salm&o).
Fonte: O autor.

A Figura 18-A mostra a sobreposicdo dos residuos dos sitios ativos de TcHAL,
PpHAL e SbPAL. Suas conformacdes sdo aproximadamente conservadas. A cadeia lateral
Tyr54 (TcHAL) foi modelada até Cy como mencionado anteriomente. Quando se compara
TcHAL a PaPAM (Figura 18-B), uma enzima aminomutase, também se observa similaridade

estrutural do sitio ativo.

Figura 18 - Sobreposic¢éo de residuos do sitio ativo.

A B

Asn198
\\ll;\lﬂf
T'yr54

Phe336

His84

Ser83 Asn198

Legenda: A) TcHAL (verde), PpHAL (salméo) e SbPAL (roxo). B) TcHAL (verde), PaPAM (ciano) e o ligante
SFE (alaranjado - ligado & PaPAM). Os residuos Ser83, His84 e Ser85 fornecem seletividade para TcHAL (veja
Fonte O ator

A sobreposicao entre as estruturas TcHAL e PcPAL indica a auséncia em TcHAL das
duas primeiras hélices encontradas na PcPAL (residuos 30 a 35 e 41 a 52), destacadas pela
coloracdo em azul (i) - na Figura 19. Além disso, nesta figura, observa-se que os dominios

MIO e central sdo comuns a ambas as estruturas, mas ndo o dominio de protecdo (RITTER,;
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SCHULZ, 2004), indicado como ausente na TcHAL pela regido colorida em violeta (ii).

Figura 19 - Sobreposi¢do dos mondmeros da TcHAL e PcPAL.

>
b

Legenda: mondmero C de TcHAL (verde) com o monémero A de PcPAL (cinza-azul-violeta). As regides
coloridas em azul e violeta indicam motivos ndo presentes no TcHAL, (i) hélices iniciais (N-terminal) e (ii)
dominio de protecdo, respectivamente.

Fonte: O autor.

Assim, TcHAL é a primeira estrutura de amonia-liase resolvida a partir de um
eucarioto que ndo apresenta 0 dominio de protecdo. De acordo com Ritter e Schulz (2004),
esse dominio estd presente nas enzimas de plantas e fungos, formando uma estrutura em
forma de arco sobre o sitio ativo do dominio MIO. Na Figura 20, pode ser melhor visualizada

a funcionalidade deste dominio de protecao para o dimero cristalografico da PcPAL.

Figura 20 - Estrutura tridimensional da PcPAL.

Legenda: monémero A (verde) e mondmero B (ciano). As tonalidades mais escuras dentro de cada cor
representam o dominio central e as tonalidades mais claras o dominio do MIO. Em violeta estd destacado o
dominio de protecdo para ambos os mondmeros. Em vermelho representa-se a molécula de MIO para cada
mondmero. As setas em azuis representam movimento em forma de "arco” que o dominio de protecdo deve
realizar sobre o sitio ativo do dominio do MIO do mon6émero complementar do dimero cristalogréafico.

Fonte: O autor.
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Além disso, o dominio de protecdo restringe 0 acesso ao sitio ativo de modo que o
risco de inativacdo por nucleofilos seja minimizado e também controla a atividade da enzima
(RITTER; SCHULZ, 2004). A hipbtese da auséncia desta regido para a TcHAL pode estar
relacionada a diferencas de ambiente quimico, levando a selecdo natural de variantes da HAL
sem o0 dominio de protecdo. Em que pesem as limitages em termos da quantidade de
estruturas disponiveis e analisadas, pode-se supor que a perda do dominio de protecdo esteja
relacionada a evolugdo dos eucariotos. A TcHAL pertence a familia de aminoéacidos
aromaticos liases, que tambeém inclui Fenilalanina e Tirosina Aménio Liases, codigo PF00221
no banco de dados pfam (http://pfam.xfam.org/family/Lyase_aromatic).

1.4.1.3.4 Seletividade do substrato da TcHAL

Foi apontado por Louie et al. (2006) e Watts et al. (2006) que os residuos 83-84-85
(numeragdo de TcHAL) podem indicar a seletividade do substrato para amonio-liases
aromaticas e, assim, permitir a predicdo dos substratos de enzimas dessa familia. Para a
atividade HAL, His e Ser devem estar nas posi¢cGes 84-85, respectivamente, enquanto na
posicdo 83 deve haver preferencialmente uma His para atividade TAL ou uma Phe para
atividade PAL, seguida por uma Leu na posicao 84, embora exce¢bes possam ser encontradas.
A mutacdo His84Leu também demonstrou levar a perda de atividade na PpHAL
(BAEDEKER; SCHULZ, 2002). Alem disso, Jun et al. (2018) apontam que na posi¢cdo 389 as
HAL apresentam uma Met enquanto as PAL apresentam uma Lys. De acordo com o
alinhamento mostrado na Figura 6, a TcHAL apresenta Ser83, His84, Ser85 e Met389,
residuos que estdo de acordo com a atividade HAL observada em experimentos relatados

anteriormente por Miranda; Silva e lulek (2015).

1.4.2 Imidazolona Propionase

1.4.2.1 Expressdo da TcIP

Os resultados dos testes de expressao heterdloga da proteina TclP foram analisados por
SDS (12%) (Figura 21-A, B e C). Comparando-se as bandas das proteinas presentes na
bactéria E.coli BL21 (DE3) ndo transformada (raia B) com as outras fracfes; sem indutor
IPTG (S/1), com IPTG fracdo insoltuvel (1) e com IPTG fragdo solavel (S), observa-se que

houve a expressdao da proteina TcIP tanto na fracdo | quanto na fragdo S. Os resultados
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permitiram definir a melhor condi¢cdo com o seguinte protocolo: meio LB com kanamicina 30
ng mL? e tetraciclina 5 pg mL?, 0,5 mmol L de IPTG sob agitacdo de 150 rpm por 16 h a
25 °C.

Figura 21 - Eletroforegrama SDS-PAGE 12% referente aos testes de expressdo da TclP.

A B

Legenda: temperaturas testadas - A) 20 °C, B) 25 °C e C) 37 °C. Raia MMM: Marcador de massa molecular
(albumina serina bovina- 66,5 kDa; B-amilase - 55,8 kDa; alcool desidrogenase - 37,5 kDa; anidrase carbonica -
29,0 kDa). Raia B: Bactéria ndo transformada. Raia S/I: Sem IPTG. Raia I: Fragdo insollvel. Raia S: Fracdo
soltvel. A linha em vermelho aponta as bandas das fragGes insolGveis e sollveis da TcIP (46,7 kDa).

Fonte: O autor.

1.4.2.2 Purificacdo por cromatografia de afinidade

A fracéo soltvel foi submetida a cromatografia de afinidade em resina contendo Ni*2
imobilizado. O perfil cromatogréafico (Figura 22-A) apresentou dois picos bem separados e a
analise por gel de poliacrilamida SDS-PAGE (12%) (Figura 22-B) mostrou que TclP eluiu
significamente durante a passagem de tampdo de ligacdo. A partir disso, realizou-se outra
cromatografia, testando um tampéo de ligagdo sem imidazol, mas ainda obteve-se 0 mesmo

resultado anterior.
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Figura 22 - Testes de purificacdo da TclIP por cromatografia de afinidade.
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Legenda: cromatogramas das frag@es eluidas estdo mostradas nas figuras A, C e E. As linhas azuis representam a
absorbancia enquanto que as vermelhas destacam os gradientes de imidazol feito com o tampéo eluicdo.
Eletroforegrama SDS-PAGE (12%) de algumas fragGes eluidas dos picos observados nos cromatogramas B, D e
F. Raia MMM: Marcador de massa molecular (albumina serina bovina- 66,5 kDa; B-amilase - 55,8 kDa; alcool
desidrogenase - 37,5 kDa; anidrase carbdnica - 29,0 kDa). 10 uL de solugdo de proteina foram injetadas por raia.
A linha em vermelho aponta as bandas da TclP (46,7 kDa).

Fonte: O autor.

Diante da ineficiéncia da proteina se ligar ao fon Ni*?, tentou-se purificar utilizando
outros fons metalicos quelaveis, como o Cu*? (Figura 22-C e D) e Co*? (Figura 22-E e F).
Nestes testes, além da ocorréncia da eluicdo da proteina TclP durante a aplicacdo do gradiente
do imidazol, algumas outras proteinas contaminantes também foram eluidas.

Segundo Drenth (1999), o alto grau de pureza da amostra € crucial para a etapa de
cristalizacdo de proteinas. Em geral, considera-se um grau de pureza da amostra protéica entre
90-95% como satisfatorio para o inicio dos ensaios de cristalizagdo. As contaminagdes podem
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interferir no processo de nucleacdo e na obtencdo de cristais adequados (BENVENUTI,
MANGANI, 2007).

Considerando os resultados pouco satisfatorios quanto a purificacdo da TclP e as
dificuldades evidentes para a cristalizacdo da proteina, optou-se por ndo realizar ensaios de
cristalizacdo até que a proteina seja obtida com maior grau de pureza.

Enquanto ndo € possivel obter a estrutura de uma dada proteina por métodos
experimentais, a modelagem por homologia in silico mostra uma aliada importante para a area
de biologia estrutural. Nesse contexto e para minimizar a falta de informacdes da estrutura
experimental da TclP, foi construido um modelo por homologia.

1.4.2.3 Modelagem por homologia da TcIP

Considerando os critérios de selecdo apresentados no item 1.3.2.4 e a utilizacdo da
ferramenta BLAST foi possivel identificar 27 proteinas homologas, de 10 diferentes
organismos. Foram selecionadas as seguintes estruturas moldes, codigos PDB e (organismo):
2BBO0 (Bacillus subtilis) e 2PUZ (Agrobacterium tumefaciens), as quais apresentaram 39,55 e
39,50%, respectivamente, de identidade com a enzima IP de T. cruzi. Com o programa
computacional Modeller, foram construidos 150 modelos. A estrutura escolhida apresentou

DOPE normalizado igual a (-0,497), representando menor energia e maior estabilidade.

1.4.2.4 Anélise do modelo gerado por homologia

O gréfico de Ramachandran da estrutura indicou que 78,2% dos aminoacidos nas
regibes favoraveis, 17,4% em regiGes adicionalmente permitidas, 2,9% em regides
generosamente permitidas e 1,5 % em regiGes ndo permitidas (Figura 23). A porcentagem
significativa de residuos nas regides ndo permitidas do grafico, pode estar relacionada com a
baixa identidade e cobertura sequencial das proteinas moldes utilizadas para modelagem por

homologia da TclP.
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Figura 23 - Grafico de Ramachandran da enzima TclP.
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Legenda: as glicinas sdo representadas por triangulos e os demais aminoacidos por quadrados. As areas em
vermelho sdo chamadas de regides favoraveis; em amarelo de regifes adicionalmente permitidas; em bege de
regiGes generosamente permitidas e em branco de regides ndo permitidas. Figura gerada pelo programa

Procheck.
Fonte: O autor.

O modelo final da TclP (Figura 24-A) apresenta uma organizacéo estrutural mostrada

no diagrama de topologia para um mondmero (Figura 24-B).

Figura 24 - A) Estrutura da enzima TclP obtida por modelagem por homologia. B) Topologia de TclP gerado
pelo PDBSum.

A

Fonte: O autor.
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O alinhamento entre as sequéncias moldes esta apresentado na Figura 25 e, por meio
da comparacéo sequencial com Bacillus subtilis (YU et al., 2006), pode-se verificar 0s
residuos do sitio ativo da TcIP: Arg99, Tyrl112, Tyrl62, His195, Glu296 e His343.

Figura 25 - Alinhamento da sequéncia de aminoacidos das enzimas Bsub (cddigo PDB: 2BB0) e Atum (cédigo
PDB: 2PUZ).

TelP [E-RGMLLF-]]A EERY-G.EE ....... -]]R['AHGS 49
Bsub IEIK ..... QB IL -MISEGP RZASG K SIEIDIHD 45
Atum [&-G ..... NP NIAEI A-HIAE]L%ET LNP A-HGII‘%:‘SN 47
Tolp EVQAFVTA.KEAﬂim 105
Bsub A. . IGSE 95
Atum D ....L? DILGA-EIII 99

110 115 120 125 130 150 155 160
TelP mn GGGIG TTR TRAASEHLQ MLS GTTTVEGKSG 161

Bsub KLQGISY DI A GGGIL TVK TRAASEHLQ MLS GTTTAEVKSG 151
110 115 130 135
Atum HLNGATY E NS GGG IV SVR TRALSDRLD LLS GVSTIEIKSG 155

165 170 175 180 185 I 205 215
IV G L E DTELKMLRVLKQA[T: AP L IVSTFCGAHAVP 217
155 160 165 170 175 180 185

Bsub YGLE ETELKQLRVAKK HISQPE F - 205
210
Atum YGLD ETELKMLRVAFIFI E.LFI IVTSYLAAHAT AD YLIIE_I 210
230 235 240 245 250 255 260 26! 270
TelP IMIEIBAEGE]ND IDVFCE GVF HDEIERIS 273

250 255
Bsub lPll[:i..EE]EL ADIFTE GVF VSQA.A L IHADE | DLIL GG AE
215 220 225 230 235 240 245 250 255 260
Atwum [MEKAL . . AEG LADANDCEEEEGINGES v KEVREVIEA AR QG REMPIIKIMEEYECFTNENINECR 264

275
TclP ELAGL A AVSH VSD GI MSKPTFAVLLPMT Y RI .P AR L pIG 328
315

Bsub KVGAGKSIYE 315
Atum se23AnEK3l0L§O 520
Ot T G S DG NALIS RSN T NV S CATIE b TV EER LIAR (LINAALSLN L
Bsub GICSEHVMYB‘%IS_E% 371
Atum GﬂEs-TTREmKA 376
TelP HE-EIEGDEPIﬁvZéKEL"gO. . 430
Bsub (X XTI LN ([ QEYRITIY MV IAHNAE v (4G V (RN R AIVIIR E ¢ » 71 G 421
Atum D[“AF%]P-ZIF‘—SE ------- 419
Legenda: o fundo do alinhamento foi colorido de acordo com a convengdo de Alscript Calcons (BARTON,

1993).
Fonte: O autor.

A partir do modelo por homologia da TclP obtido poderdo ser realizados estudos de
inibicdo in silico, de modo a tentar encontrar um composto para modular a fungdo normal do
alvo de uma forma seletiva e geralmente reversivel. Nesta etapa, torna-se necessario o
conhecimento dos locais de interacdo possiveis para dockagem de ligantes que proporcionem
uma alternativa quimioterapica mais especifica e menos tdxica para o tratamento da doenca de
Chagas. Porém, considerando-se que a busca de inibidores deve priorizar estruturas
tridimensionais de alta resolucdo obtidas experimentalmente, torna-se importante a resolugéo

da estrutura pelo método de cristalografia de raios X.
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1.5 CONCLUSOES

e A proteina TcHAL, foi expressa, cristalizada e teve sua estrutura 3D resolvida na
resolucio maxima de 2,55 A;

e Uma Cys (393 em TcHAL) é oxidada, mas em estruturas homologas esse aminoacido
é diferente com exce¢des sdo as seqliéncias de isoformas HAL humanas 1, 2 e 3, que
também apresentam uma cisteina na posicao correspondente;

e A estrutura TcHAL é a primeira proteina HAL eucaridtica a ser relatada na literatura,
mas no momento, ha apenas uma estrutura HAL homologa relatada de Pseudomonas
putida;

e A TcHAL apresenta 2 dominios (dominio MIO e dominio central), que foram
identificados de acordo com a sobreposi¢édo estrutural, portanto, como encontrado nas
estruturas dessa familia de proteinas que ndo provém de fungos ou plantas;

e A TcHAL ndo possui o chamado dominio de protecdo, além disso, € a primeira
estrutura de amdnio-liase resolvida a partir de um eucarioto que ndo apresenta esta
regido;

e A cestrutura da TcHAL foi depositada no PDB (cddigo: 6VV6H);

e A proteina TclP, foi expressa, porém, os testes de purificacdo ndo foram eficazes para
obté-la numa pureza adequada para realizacdo dos ensaios de cristalizacdo, deste

modo, a estrutura foi resolvida por modelagem por homologia.



52

CAPITULO 2 - GLICERALDEIDO 6-FOSFATO DESIDROGENASE DE Candida
albicans (CaGAPDH)

2.1 INTRODUCAO

2.1.1 Candidiase

A Candida albicans é uma levedura que pertence ao género Candida e esta presente na
microbiota humana saudavel. Estes microorganismos podem ser encontrados na pele,
cavidade oral e tratos intestinais e urogenitais (PAPAS et al., 2016). Porém, para individuos
com sistema imunologico saudavel frequentemente sdo inofensivos (ENDE; WIINANTS;
DIJCK, 2019). No entanto, os individuos imunossupridos ficam vulneraveis a esse patégeno
oportunista, podendo causar infecgdes superficiais orais, vaginais e cutanea (TELLES;
KARKI; MARSHAL, 2017).

Individuos acometidos pelo virus da imunodeficiéncia humana (HIV), em diferentes
estagios da AIDS (Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida), podem desencadear infeccOes
superficiais orais e vaginais (MOHAMED; LU; MOUNMIN, 2019) em decorréncia da
candidiase. Entretanto, a grande maioria dos pacientes sdo acometidos pela candidiase oral
(TELLES; KARKI; MARSHAL, 2017). No caso da candidiase vulvovaginal ocorre em
mulheres na idade fértil e algumas delas apresentam uma infeccéo recorrente (FREIDA et al.,
2017).

A candidiase também afeta aqueles individuos em tratamento com imunossupressores,
indicados em certos tipos de cancer (HUMBERT et al., 2018) ou cirurgias de transplantes de
orgdos (ENDE; WIINANTS; DIICK et al.,, 2019). Além disso, existe o risco por
complicacbes clinicas invasivas, como 0 uso de cateteres venosos que podem permitir o
acesso a levedura a corrente sanguinea, chamada candidiase sistémica (TOBUDIC et al.,
2012; KOBAYASHI-SAKAMOTO et al., 2018). Os estudos conduzidos por Yesilkaya et al.
(2017), revelaram que esta forma de infeccdo corresponde aproximadamente a 40% de
mortalidade.

De acordo com Centro de Controle de Doencas e Prevencdo (CDC) (CDC, 2019), a
candidiase sistémica é causada majoritariamente por C. albicans (37%) e C. glabrata (27%).
Outras espécies relevantes sdo: C. parapsilosis (14%), C. tropicalis (8%), C. dubliniensis
(3%), C. krusei (2%), C. lusitaniae (2%). Ademais, a C. auris vem sendo 0 patdgeno

emergente mais preocupante, devido a apresentar resisténcia a varios medicamentos, com
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aumento de casos de 318% entre 2015 a 2018. O estudo revelou também em 2017 um numero
estimado de 34.000 casos de candidiases em pacientes hospitalizados e aproximadamente
1.700 mortes.

Devido a falta de testes para o diagndsticos rapidos a candidiase invasiva, na maioria
dos casos a doenca é diagnosticada por culturas fungicas de sangue, tecido urinario e outros
fluidos corporais. Por motivo de risco de contaminacdo, este método possui uma baixa
sensibilidade e pode levar a resultados falso-positivos (BHATTACHARYA; SAE-TIA;
FRIES, 2020).

Atualmente os agentes antifingicos sdo divididos em quatro classes principais: 0s
azois, que inibem a biossitense de ergosterol, os polienos que se combinam com o ergosterol
na membrana celular, as equicandinas que inibem a biossintese de p-1,3-glicose e flucitosinas
que inibe a sintese de DNA (ZAVREL; WHITE, 2015; BHATTACHARYA; SAE-TIA;
FRIES, 2020). Azois correpondem a classe de medicamentos mais utilizados para defesa
contra infecgbes fungicas; estes quimioterapicos ndo matam as células, mas inibem o seu
crescimento. Nas Ultimas trés décadas, a terapia prolongada tem levado ao desenvolvimento
de resisténcia aos azois. Em geral, a resisténcia antifungica pode ser intrinseca ou adquirida; a
intrinseca € uma caracteristica herdada de cada espécie, sem o contato com a droga. Por outro
lado, a resisténcia adquirida normalmente se desenvolve durante o tratamento prolongado e,
por vezes, mal conduzidos com o antifingico, o que resulta em alteragdes genéticas ou
epigenéticas que aumentam a aptiddo das células na presenca da droga (ZAVREL; WHITE,
2015). No entanto, das classes antifungicas que incluem os polienos, equinocandinas e
flusitosinas, o custo, os efeitos colaterais e a biodisponibilidade limitam o seu uso
(BHATTACHARYA; SAE-TIA; FRIES, 2020). Deste modo, existe a necessidade de se
identificar novos alvos antifingicos mais eficazes e menos téxicos (CHANDER et al., 2013;
CHEN et al., 2020).

Nessas perspectivas, diversos alvos moleculares potenciais para esses agentes
antifangicos tém sido indicados (McCARTHY et al., 2017; LIU et al., 2018; MAZU et al.,
2017), alguns deles da via glicolitica: enolase, piruvato quinase, HXK2 (hexoquinase),
frutose-1,6-bisfosfatase, trealose-6P fosfatase, trealose-6-fosfato sintase, fosfoenolpiruvato
carboxicinase e gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (GAPDH) (CHEN et al., 2020). O
estudo realizado por Gil et al. (1999) relata a capacidade da enzima GAPDH de C. albicans
em se ligar a fibronectina e laminina dos hospedeiros. Essas ligagdes ajudam no processo de

adesdo de células fangicas durante as infec¢des por candidiase. Apesar da necessidade de
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identificar outras viabilidades experimentais é possivel considerar a GAPDH um potencial
alvo antifungico (CHEN et al., 2020).

2.1.2 Gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (GAPDH)

A GAPDH (EC 1.2.1.12) é uma enzima que tem acdo na conversao do gliceraldeido 3-
fosfato (G3P) em 1,3-bifosfoglicerato (1,3-BGP) (SKARZYNSKI; MOODY; WONACOTT,
1987) (Figura 26).

Figura 26 - Converséo de gliceraldeido 3-fosfato (G3P) a 1,3-bifosfoglicerato (1,3-BGP).
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Fonte: Placzek et al. (2019).

Esta enzima pertence a classe das oxirredutases, ela cataliza a sexta etapa da via
glicolitica em presenca do cofator nicotinamida adenina dinucleotideo (NAD*) (MURONETZ
et al., 2015). O mecanismo catalitico da GAPDH consiste em trés etapas (Figura 27), a
primeira envolve um tiolato de cisteina do sitio ativo que reage com o grupo aldeido G3P para
formar um intermediario tiohemiacetal (1), que apos a transferéncia de hidreto para o cofator
NAD?, colapsa em um tioéster de acila (I1). Apds a dissociacdo do NADH e a ligacdo de outro
NAD" equivalente, o fosfato inorganico ataca e desloca o acetil éster para gerar 1,3-BGP
(CANE; SOHNG, 1989; CANE; SOHNG, 1994; SEGAL; BOYER, 1953).
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Figura 27 - Mecanismo catalitico proposto para Gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (GAPDH).
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Legenda: (1) um tiolato do sitio ativo ataca o grupo aldeido G3P para gerar um intermediario tiohemiacetal. (I1)
Apbs a transferéncia de hidreto para NAD*, é gerado um tioéster que é deslocado pelo fosfato inorganico (111)
para gerar 1,3- bifosfoglicerato (1,3-BGP).

Fonte: Adaptado de Rodriguez et al. (2005).

A GAPDH tem o papel principal de fornecer energia para diferentes fungdes celilares
(BARINOVA et al., 2017). Além disso, € uma proteina que exerce numerosas funcdes; ha
evidéncias de sua participacdo no reparo do DNA, morte celular, autofagia, apoptose e entre
outras (SIROVER, 2012). H& relatos também no envolvimento de doengas
neurodegenerativas, como por exemplo: mal de Parkinson (TSUCHIYA et al., 2005), mal
Alzheimer's (NALETOVA et al.,, 2008), doenca de Huntington (MIKHAYLOVA et al.,
2016), canceres (JUNG et al., 2014) e disturbios metabolicos (BERRY, 2004).

Devido ao seu papel fundamental no metabolismo energético, sua abundancia e uma
conservacdo notavel durante a evolucdo, esta enzima tem sido vastamente estudada. A
GAPDH ja foi isolada de uma variedade de reinos distribuidos na natureza. A ocorréncia
dessa enzima em organismos distantes filogeneticamente como bactérias e humanos destaca a
sua conservacdo ao longo do tempo e processos evolutivos (CHETRI; SHUKLA; TRIPATHI,
2019). No PDB atualmente constam 118 estruturas tridimensionais GAPDH depositadas,
sendo estas oriundas de 58 organismos distintos. Deste conjunto, as proteinas com maior
porcentagem de identidade com a CaGAPDH sdo: GAPDH de Kluyveromyces marxianus,
também conhecida como C. kyfer (78%) (FERREIRA-DA-SILVA et al., 2006), GAPDH de
Sacchoromyces cerevisiae (77%) (LIU et al., 2012); e vale ressaltar também as estruturas de
GAPDH de Homo sapiens isoforma somatica (68%) (JENKINS; TANNER, 2006) e isoforma
gamética (67%) (CHAIKUAD et al., 2011).
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A maioria das GAPDH é composta por quatro monémeros idénticos, cada subunidade
com massa molecular de aproximadamente 35 a 50 kDa, algumas formas diméricas e
triméricas também j& foram relatadas (ISMAIL; PARK, 2005; ASHMARINA; MURONETZ;
NAGRADOVA, 1981). Qualquer que seja o estado oligomérico ja reportado, cada
subunidade contém dois dominios de ligacdo, um para interacdo com o NAD™ e outro para o
substrato G3P (CHETRI; SHUKLA; TRIPATHI, 2019).

2.2 OBJETIVO ESPECIFICOS

- Planejar a construcéo de vetor de expressao para a CaGAPDH;

- Obter clones da bacteéria E. coli BL21 (DE3) contendo a construcdo de interesse;
- Estabelecer as condicdes de expressao e purificacdo da CaGAPDH,

- Obter cristais adequados para coleta de dados de difracdo de raios X;

- Resolver a estrutura tridimensional (3D);

- Validar a estrutura obtida e comparar com homologas disponiveis no PDB.

2.3 MATERIAIS E METODOS

2.3.1 Obtencao do clone contendo o gene da CaGAPDH

Primeiramente foi realizado uma pesquisa na literatura para investigar quais
organismos patogénicos véem sendo uma ameaca a salde publica na atualidade. Em seguida,
selecionou-se a sequéncia priméaria de aminoacidos da CaGAPDH e realizou-se uma busca
por meio da ferramenta BLAST disponivel no NCBI para ter ciéncia da inexisténcia do
depdsito desta estrutura no PDB.

No passo seguinte, realizou-se um estudo para saber qual plasmideo seria utilizado
para a expressdo da CaGAPDH, levando-se em consideracdo: analise de restricao feita através
do programa NEBcutter v.2.0; expressdao de "his-tag" no N-terminal que permitisse a
clivagem deste segmento por trombina. Apds a escolha, encomendou-se a sintese da
construcdo (plasmideo + gene codificante) junto a empresa Synbio Technologies

(https://www.synbio-tech.com/).
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2.3.2 Transformacao bacteriana por eletroporagéo

Nesta etapa foram produzidas bactérias E. coli BL21 (DE3) eletrocompetentes
seguindo o protocolo descrito por Sambrook e Russel, (2001). A eletroporacéo foi realizada de
acordo com as instrucdes do eletroporador MicroPulser (Bio-Rad Laboratories). Assim, 0
vetor de interesse, pET-28a(+) contendo o gene que codifica para CaGAPDH, e as bactérias
eletrocompetentes de E.coli BL21(DE3) foram colocados em uma cubeta com 0,1 cm de
largura para eletroporacdo e submetidos a um pulso elétrico no MicroPulser, ajustado para 2,5
kV de tensdo elétrica. Apds o pulso elétrico, as células foram deixadas a 37 °C sob agitacéo de
200 rpm por 1 h em 1 mL de meio SOC, em seguida, foram inoculadas em placas de petri
contendo meio LA sélido suplementado com kanamicina 30 ug mL™ e deixadas a 37 °C por
16 h. Com as colbnias crescidas, realizou-se um indculo em 5 mL de meio LB, suplementado
com kanamicina a uma concentracéo final de 30 ug mL™, mantido a 37 °C sob agitacdo de
180 rpm por 16 h. As células foram armazenadas em 20% de glicerol a temperatura de -86 °C

para uso posterior.

2.3.3 Expressdo e extracdo da CaGAPDH

Para expressao as bactérias contendo o plasmideo foram crescidas em um pré-inoculo
a 37°C em meio LB com o antibi6tico kanamicina (30 pg mL™) por 16 horas. O pré-indculo
foi diluido 1:100 em meio LB contendo antibidtico kanamicina na mesma concentracdo. Em
sequida, as células foram incubadas a 37 °C, sob agitacdo (200 rpm) até a cultura atingir
densidade oOptica (DO) de 0,4 a 0,6 a 600 nm. A expressdo da proteina recombinante foi
induzida com IPTG na concentragdo de 0,5 mmol L™ e a temperatura ideal para expressdo foi
determinada mediante experimentos realizados a 20 °C e 37 °C, testes de 4 e 6 horas de
incubacdo sob agitacdo de 150 rpm. Em seguida, as amostras foram preparadas para avaliacdo
visual em SDS-PAGE 12%, como descrito no Capitulo 1 no item 1.3.2.2.

2.3.4 Purificacdo por cromatografia de afinidade
A purificagdo da CaGAPDH foi feita em coluna de afinidade utilizando resina de

niquel, de acordo com o protocolo descrito no Capitulo 1- item 1.3.2.3, da mesma maneira

para avaliar a pureza das fracGes eluidas da coluna item 1.3.2.2.
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2.3.5 Quantificagéo

A quantificacdo da CaGAPDH purificada foi realizada por espectroscopia no visivel a
595 nm conforme método descrito por Bradford (1976). O padréo protéico utilizado para as
curvas de calibragéo foi a soro albumina bovina (BSA 0,2 mg mL™). As curvas de calibracio
foram feitas com concentragdes de BSA variando entre 0,002 e 0,02 mg mL™. Os ensaios para
a dosagem da concentracdo da proteina recombinante foram realizados em triplicata e, quando
necessario, as amostras foram diluidas para que os valores de absorbancia obtidos ficassem

préximo do ponto médio da curva de calibragdo.

2.3.6 Cristalizacdo da CaGAPDH

Para os ensaios de cristalizagdo, a enzima foi concentrada a 10,0 mg mL™ por
centrifugacdo a 3000 g em dispositivo Vivaspin 6 de corte de membrana de 10 kDa. O método
de cristalizacéo utilizado foi a difusdo de vapor por gota suspensa (MCPHERSON, 1999). Os
ensaios de cristalizacdo foram conduzidos de forma manual em placas com 24 pocos na
camara de cristalizacdo da UEPG. Nestes experimentos, misturaram-se 3 uL de solucdo
precipitante com 3 pL de solugdo da enzima, que foram deixados equilibrar com 500 pL da
solucéo do poco. Os ensaios de cristalizacdo foram mantidos a 18 °C. Foram utilizados os kits
comerciais de cristalizacdo: Morpheus, JCSG e MIDAS. No total foram testadas 288

condicdes para cristalizacao.

2.3.7 Coleta de dados de difracédo de raios X

Os experimentos de difracdo de raios X foram realizados na estacdo PROXIMA-1 do
Laboratério de radiacdo sincrotron (SOLEIL), em comprimento de onda de 0,97856 A e
detector EIGER X 16M, em espaco gentilmente cedido pelas Dra. Beatriz Gomes Guimaraes
e Dra. Maria Cristina Nonato. O melhor cristal foi coletado com um crioloop e mergulhado
em uma solucdo crioprotetora que consistia de 20% (V/V) de etilenoglicol misturado a solucao

mée e, em seguida, foi entdo resfriado e armazenado em um dewar contendo N liquido.
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2.3.8 Processamento, substituicdo molecular, refinamento e validagéo da estrutura

A indexacdo, a integracdo e o escalonamento das intensidades medidas foram
realizados com o pacote X-ray Detector Software (XDS) (KABSCH, 2010). Apoés, a
ferramenta xtriage do pacote PHENIX (ADAMS et al., 2011) foi utilizada para a identificagdo
de patologias do cristal. A substituicdo molecular foi realizada com a estrutura homdéloga
gliceraldeido 6-fosfato desidrogenase de Saccharomyces cerevisiae (SCGAPDH), cddigo PDB
41Q8 (LIU et al., 2012). O modelo foi preparado com o programa Chainsaw (STEIN, 2008) e
para encontrar as rotacOes e translagdes das moléculas foi utilizado o programa Phaser
(McCOY et al., 2007). Para refinamento e modelagem da estrutura, 0os programas utilizados
foram Phenix (ADAMS et al., 2011) e Coot (EMSLEY; COWTAN, 2004), em que 0 modelo
foi ajustado para a densidade eletronica com uso preferencial do mapa calculado pelo Método
FEM (Feature-Enhanced Map) (AFONINE et al., 2015), mas também com os mapas 2mFo-
DFc (MAIN, 1979) e mFo-DFc (READ, 1986). A validacao foi realizada com os programas
descritos anteriormente no Capitulo 1 - item 1.3.1.2, com excecdo da analise dos angulos phi
(p) e psi (w) do grafico de Ramachandran, neste caso gerado pelo programa Molprobity
(CHEN et al., 2010).

2.3.9 Analises e comparaces estruturais

2.3.9.1 Topologia

O diagrama de topologia e os valores das areas de contato entre 0s mondmeros foram

obtidos conforme citado no Capitulo 1 - item 1.3.1.3.1.

2.3.9.2 Analises dos contatos com o cofator (NAD™) e alinhamento das sequéncias

A partir da estrutura homologa de Homo sapiens, cddigo PDB 1U8F (JENKINS;
TANNER, 2006), os contatos do cofator NAD* foram estimados pelo programa Ncont,
considerando distancia méaxima de 3,5 A. Os residuos correspondentes da CaGAPDH foram
presumidos com base no alinhamento sequencial. O alinhamento sequencial de aminoacidos
foi realizado com os programas citados no Capitulo 1 - item 1.3.1.3.2. Para este alinhamento,
foram selecionadas as sequéncias das estruturas representativas de cada reino biolégico e os

critérios de escolha foram quais apresentavam maior porcentagem de identidade, cobertura e
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melhor resolucdo. Além disso, foram incluidas as sequéncias das estruturas das homélogas

humanas e das leveduras Saccharomyces cerevisae e Kluyveromyces marxianus.

2.3.9.3 Comparaces entre mondmeros e com estruturas proteicas homélogas

As comparagdes entre os mondémeros da CaGAPDH foram realizadas conforme
citado no Capitulo 1 - item 1.3.1.3.3.

2.4 RESULTADOS E DISCUSSOES

2.4.1 Clonagem, expresséo e purificacao

O gene condificante da CaGAPDH foi inserido em plasmideo pET-28a(+) com auxilio
dos sitios de restricdo Ndel e Xholl e possibilitou a expressdo da proteina com a "his-tag” no
N-terminal para facilitar a purificacdo. Os produtos dos testes de expressdo da proteina
heter6loga CaGAPDH foram analisados visualmente por SDS (12%) (Figura 28-A e B).
Comparando-se as bandas das proteinas presentes na bactéria E.coli BL21 (DE3) néo
transformada (raia B) com as outras fraces (sem indutor IPTG (S/I), insolavel (1) e soldvel
(S)), observa-se que houve a expressdo da proteina CaGAPDH. Os resultados apontam que a
melhor condicio de expressdo foi em meio LB com kanamicina 30 ug mL?, 0,5 mmol L™ de
IPTG sob agitacdo de 150 rpm por 6 h a 37 °C.

Figura 28 - Eletroforegrama SDS-PAGE 12% referente aos testes de expressdo da CaGAPDH.
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Legenda: as temperaturas testadas foram: A) 37 °C e B) 20 °C. Raia MMM: Marcador de massa molecular
(albumina serina bovina- 66,5 kDa; p-amilase - 55,8 kDa; alcool desidrogenase - 37,5 kDa; anidrase carbonica -
29,0 kDa). Raia B: Bactéria ndo transformada. Raia S/I: Sem IPTG. (Indugéo a 0,5 mmol L por 4 h). Raia I:
Fragdo insolGvel. Raia S: Fracdo soltvel. (Inducdo a 0,5 mmol L por 6 h) Raia I: Fragdo insolGvel. Raia S:
Fracdo soldvel. A linha em vermelho aponta as bandas das fracdes insollveis e sollveis da CaGAPDH (38,0
kDa).

Fonte: O autor.
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A fragdo soluvel foi submetida a cromatografia de afinidade em resina contendo niquel
imobilizado. O perfil cromatografico (Figura 29-A) apresentou dois picos bem separados e a
analise visual por SDS-PAGE (12%) (Figura 29-B) mostrou que a CaGAPDH foi eluida
durante o gradiente de imidazol (2° pico) em aproximadamente 375 a 500 mmol L? de

imidazol.

Figura 29 - Purificacdo da CaGAPDH por cromatografia de afinidade.
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Legenda: A) cromatograma das fracdes eluidas. A linha azul representa a absorbancia enquanto que a vermelha
destaca o gradiente de imidazol feito com o tampao eluicdo. B) Eletroforegrama SDS-PAGE (12%) das fracGes
eluidas do 2° pico cromatografico. Raia MMM: Marcador de massa molecular (albumina serina bovina- 66,5
kDa; B-amilase - 55,8 kDa; alcool desidrogenase - 37,5 kDa; anidrase carbdnica - 29,0 kDa). 10 pL de solugéo
de proteina foram injetadas por raia. A linha em vermelho aponta as bandas da CaGAPDH purificada (38,0

kDa).
Fonte: O autor.

Nas fracGes 40 a 43 (segundo pico do cromatograma) foi observada a presenca da
proteina CaGAPDH purificada (38,0 kDa), evidenciando a eficiéncia do protocolo de

purificacdo utilizado.
2.4.2 Cristalizacao, coleta de dados e processamento das imagens

Nos ensaios de cristalizacdo realizados na UEPG, observou-se a formacdo de
pequenos e numerosos cristais em uma condicdo do kit JCSG, apds 3 dias da realizacdo do
experimento. Estes cristais foram observados na seguinte condicdo: 20% w/v PEG 6000; 0,1
mmol L de citrato pH= 4,0 e 1,0 mmol L™ de cloreto de litio (Figura 30-A).

O processamento das imagens mostrou que o cristal pertence ao grupo de espaco P2y,
com as medidas de cela unitaria a= 73,80, b= 127,16 e c= 86,74 A, p= 100,80°, que

correspondem a cristais de estrutura cristalina primitiva monoclinica. Para resolucdo da



62

estrutura tridimensional da CaGAPDH, foram utilizados os dados difratados a um limite
méximo de 2,98 A de resolucéo, decidido com base principalmente no indice CC12 (EVANS;
MURSHUDOV, 2013). Outros valores observados foram relagao sinal/ruido (<(1/o(1)»), Rmerge,
Rmeas € completeza.

A andlise dos dados indicaram um pico fora da origem em cerca de 20% da altura (em
comparagdo com a origem) na funcéo de Patterson. Esta pseudo-simetria translacional (Figura
30-B) levou a algumas dificuldades durante o refinamento, como pode ser observado pelos
indices finais de Rwork= 29,65% e Riree= 35,26%, que, no entanto, tiveram algum beneficio da
opcao de refinamento tncs ativada em phenix.refine. O processamento final, as estatisticas de

refinamento e alguns dados de validacdo sdo mostrados na Tabela 5.

Figura 30 - A) Cristais da CaGAPDH. B) Estrutura tridimensional da CaGAPDH.

A B

Legenda: A) cristais obtidos com a utilizagdo do kit JCSG. B) Tetrdmero da CaGAPDH na unidade assimétrica
com seus 3 eixos ncs ortogonais de ordem 2. O eixo mostrado em verde é quase paralelo & direcdo do parametro
b da cela unitaria (linhas verdes horizontais), 0 que causa a simetria translacional ndo cristalografica. Os outros
eixos ncs de ordem 2 sdo representados em vermelho e amarelo (a imagem é projetada perpendicular a este
eixo).

Fonte: O autor.
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Tabela 5 - Dados estatisticos do processamento, refinamento e validacéo.

Dados do processamento

Parametros do cristal

Resolucéo (A) 2,98
Faixa de resolugo (A) 72,52-2,98 (3,12-2,98)
Grupo de espago P2,

Dimensao de cela unitaria
a, b, ¢ (A

B ()

Total de reflexdes
Reflexdes Unicas

73,80, 127,16, 86,74
100,80

224752 (28969)
31990 (4113)

Multiplicidade 7,02 (7,04)
Completeza (%) 99,2 (99,4)
[(I/a(D] 4,57 (0,95)
Wilson B-factor (A?%) 59,1

Rmerge (%) 43,4 (217,1)
Rmeas (%) 46,9 (234,4)
CCu2 (%) 98,2 (47,1)
Dados do refinamento

Rwork (%) 29,65

Riree (%) 35,26
Desvio Médio Quadratico

Comprimento de ligacéo (A) 0,002
Angulo de ligagéo (°) 0,586
NuUmero de atbmos sem H

Total 9613
Macromoléculas 9409
Solvents 204

Fator de B-médio (A?)

Global 54,7
Macromoléculas 54,9
Solvente 45,6
RSCC global 0,8573
RSR global 0,2026
Gréafico de Ramachandram (%)

Favoraveis 89,2
Permitidas 10,1

N&o permitidas 0,6

Legenda: os valores entre parénteses correspondem & ultima faixa de resolucéo.
Fonte: O autor.

2.4.3 Substituicdo molecular

Para se estimar as fases iniciais dos fatores de estrutura, foi utilizado um modelo
editado da estrutura de SCGAPDH (77% de identidade de sequéncia para 98% de cobertura),
cédigo PDB 41Q8 (LIU et al., 2012). A Figura 31 mostra o alinhamento realizado pelo

programa T-Coffee e representado no programa Aline.
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Figura 31 - Alinhamento da sequéncia de aminoacidos da enzima CaGAPDH com a proteina disponivel no PDB,
GAPDH de Saccharomyces cerevisiae.

1 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55
(o> 3MIN | K I GINGFGRIGRLVLRVALGR[{DI EVVAVNDPF IAPDYAAYMFKYDSTHGR Y|
1 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55
LAY MV RVAINGFGRIGRLVMRIALSRIINVEVVALNDPF ITNDYAAYMFKYDSTHGR Y-S
Calb GEVTLVIDGHK VFQERDPANIPWGSGVDYVIESTGVFTKLEGAQKHID 112
110
Scer HE]D.H IVDGKK TYQERDPANLPWGSNVDIAIDSTGVFKELDTAQKHID 11

115 120 125 130 135 140 145 150 155 160 165
(-]’ B AGAKKVIITAPSADAPMFVVGVNEDKYTPDLKI ISNASCTTNCLAPLAKVVNDT F GRS
115 120 125 1 1 140 145 15 1 1 1

30 35 0 55 60 65
E M AGAKKVV I TAPSSTAPMFVMGVNEEKYTSDLKIVSNASCTTNCLAPLAKV I NDAF GRS

170 175 180 185 190 195 200 205 210 215 220
Calb IEEGLMTTVHSITATQKTVDGPSHKDWRGGRTASGNI IPSSTGAAKAVGKV | PEL N

170 175 180 185 190 195 200 205 210 215 220
Scer |IEEGLMTTVHSLTATQKTVDGPSHKDWRGGRTASGNI IPSSTGAAKAVGKVLPEL QR

225 230 235 240 245 250 275 280
(o= BGKLTGMSLRVPTTDVSVVDLTVRL KASYEE LKGVLGVTEDAV 280
225 230 235 240 245 250

ECI M GKLTGMAFRVPTVDVSVVDLTVKL KTTYDE KVVKLKGVLGYTEDAV 279

Calb VSTDFLGSSYSS | FDAGILLSPTFVKL I SWYDNEYGVSTRVVDLLEHVAKA 335
Scer VSSDFLGDSHSSIFDAGIQLSPKFVKLVSWYDNEYGYSTRVVDLVEHVAKA 332

Legenda: o fundo do alinhamento foi colorido de acordo com a convengdo de Alscript Calcons (BARTON,
1993).
Fonte: O autor.

A unidade assimétrica da CaGAPDH contém um tetrdmero de massa molecular
146,623 Da, consequentemente, o coeficiente de Mathews ¢ 2,65 A® Da* (MATHEWS, 1968)

e a percentagem em volume do solvente no cristal é igual a 53,7%.

2.4.4 Modelagem e refinamento

Para TLS, foram testados até 20 grupos por cadeia como indicado pelo servidor
TLSMD (PAINTER; MERRITT, 2006 - web server for the generation of multi-group TLS
models); apos testes, decidiu-se ndo utilizar esta modelagem. Ja quanto a NCS, verificou-se
que o uso limitado desta pode ser benéfico, mas implicou a analise praticamente residuo a
residuo dos atomos a serem incluidos nessa restri¢cao.

No modelo final, 153 cadeias laterais ndo foram modeladas devido a auséncia de alta
densidade eletrdnica. Pela mesma razédo, alguns aminoacidos da cadeia principal ndo foram
modelados: (a) mondmero A, Ser50-Thr51 e Alal82-Gly189; (b) monémero B, Ser50-Gly53
e Thr181-Pro190; (c) monémero C, Thr183-Pro190 e (d) monémero D, Thr181-Gly189.

A regido desordenada que compreende os residuos entre Thr181-Ser191 também nao
foi modelada na estrutura homdloga de Kluyveromyces marxianus - PDB ID: 215P. De acordo
com Ferreira da Silva et al. (2006), a desordem nesta regido pode estar relacionado a uma Gly

que é o residuo Gly203 na estrutura de Candida albicans. Na estrutura de Sacchoromyces
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cerevisiae - PDB ID: 41Q8 (LIU et al., 2012), ela equivale a Gly202, no entanto, esta regido
(residuos correspondentes 181-199) e ordenada, provavelmente pelo fato de que em
ScGAPDH apresenta extensos contatos cristalinos.

2.4.5 Validacdo da estrutura

2.4.5.1 Avaliacédo dos angulos torcionais da cadeia principal

A qualidade estereoquimica da estrutura no tocante aos angulos phi () e psi (w) pode
ser constatada nos graficos de Ramachandran (Figura 32). Dos 1.299 aminoécidos analisados,
89,2% estdo em regides favoraveis, 10,1% em regides permitidas e 0,6% em regides nédo
permitidas.

O residuo Asn315 em CaGAPDH tambem ¢é identificado na regido ndo permitida, mas
sua conformacdo modelada concorda com as Asn's correspondentes de T. cruzi e H. sapiens -
isoforma somatica, conformacao que deve ser assumida devido a seu papel durante a catalise
(Figura 32-A). Um Asp238 estd nas regides ndo permitidas, mas observa-se que nesses
mondmeros a densidade eletronica corrobora suas conformagdes (Figura 33-A), assim como
para a Val281 (Figura 32-B).

Na estrutura refinada de CaGAPDH, Gly168 é vista, em alguns mondmeros na regido
ndo permitida no grafico de Ramachandran (Figura 32-C). Este residuo esta presente em uma
volta e é altamente conservado, suas carbonilas fazem ligacdes de hidrogénio com os N de
cadeias principais de outra volta proxima, dos residuos Lys249 e Lys250. Por outro lado, suas
N's adjacentes também faz ligacbes de hidrogénio. Na Figura 32-D estdo apresentados 0s

residuos de Pro's modelados na estrutura.



Figura 32 - Graficos de Ramachandran da enzima CaGAPDH.
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Legenda: as areas em azul mais escuro sdo chamadas de regides favoraveis; em azul mais claro de regiGes permitidas e em branco de regies ndo permitidas. (A) grafico geral;
Gly's, Pra's, Val's e lle's por terem gréaficos especificos, ndo sdo mostradas; (B) grafico especifico para residuos de Val's e lle's. (C) grafico especifico para Gly's. (D) grafico
especifico para trans-Pro's. Figuras geradas pelo programa Molprobity.

Fonte: O autor.



2.4.5.2 Avaliagdo da geometria dos rotdmeros

A validacgéo realizada pelo programa Molprobity permitiu constatar que de um total de
1.246, apenas 32 ndo estdo entre os mais comuns, porém, estdo ajustados corretamente na

densidade eletrbnica, o que confirma a posi¢cao em que foram modelados.

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

(RSR)

Para estimar o ajuste da estrutura a densidade eletrdnica, realizaram-se célculos dos

indices RSCC e RSR, mostrados na Tabela 6 (por monémero e global) e nos graficos (por

residuo) da Figura 33 (A, B, C e D).

Tabela 6 - Valores globais de RSCC e RSR por mondmero.

Mon6meros RSCC RSR
A 0,8725 0,1948
B 0,8778 0,1912
C 0,8367 0,2123
D 0,8426 0,2107
Todos 0s mondmeros 0,8573 0,2026

Fonte: O autor.



Figura 33 - Qualidade do ajuste na densidade eletronica representada em graficos por cadeia e por residuo.
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Legenda: (A) mondémero A; (B) mondmero B; (C) mondémero C e (D) monémero D.
Fonte: O autor.
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2.4.6 Andlises e comparaces estruturais

2.4.6.1 Estrutura da CaGAPDH e topologia

A estrutura global do homotetrdmero na unidade assimétrica é representada na Figura
30-B. Cada mon6mero pode ser dividido em dominios que abrangem os seguintes residuos: 1-
152 e 316-335 (dominio de interacdo com 0 NAD*) e 153-315 (dominio catalitico), de acordo
com o alinhamento sequencial com a estrutura da GAPDH de Homo sapiens PDB ID: 1U8F
(JENKINS; TANNER, 2006). A Figura 34 mostra um diagrama de topologia do

homotetramero que explicita os elementos de estrutura secundaria e sua conectividade.

Figura 34 - Diagrama de topologia gerado pelo PDBSum.

Legenda: em forma de cilindros vermelhos estdo as hélices-a, em setas rosas as fitas-p ¢ em linhas em azuis os
loops.
Fonte: O autor.

Os demais resultados indicaram (Tabela 7) que entre os mondmeros A:C e B:D ha
maior area interfacial, maior nimero de ligac6es de hidrogénio e pontes salinas, portanto,

estes mondmeros apresentam maior interacdo entre si do que com 0s outros mondmeros.
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Tabela 7 - Areas de interface entre os monomeros (A, B, C, e D) correspondentes ao homotetramero.

N° de " N° de N° de
R . Areas de L N° de contatos
MonOmeros residuos em interface/A2 pontes Ilgagoes Qe sem ligacdes
contato salinas hidrogénio
A:B 10:7 458 : 479 1 6 50
A:C 39:40 1904 : 1909 4 21 205
B:D 40:41 1856 : 1860 4 18 199
A:D 9:11 T47 775 1 3 72
B:C 9:8 636 : 676 1 5 63
C:D 7:6 340: 341 - 2 20

Legenda: o simbolo ":" representa as inter-relagdes entre os mondmeros, entre os residuos e reas de interface.
Fonte: Laskwoski (2018).

2.4.6.2 Andlises e comparacGes entre monémeros e dominios da CaGAPDH
A superposicéo pareada dos quatro monomeros de CaGAPDH néo revelou diferencgas
estruturais significativas, como pode ser observado pelos valores de RMSD entre 0,3802-

0,5184 A (Tabela 8).

Tabela 8 - Valores de RMSD (A) entre Co’s para os quatro mondmeros da CaGAPDH.

Monbmero D C B
A 0,5184 0,4884 0,3802
B 0,5034 0,4811
C 0,4787

Fonte: O autor.

2.4.6.3 Alinhamento das sequéncias e compara¢do com proteinas homélogas

O alinhamento sequencial foi realizado com as estruturas de GAPDH’s dos seguintes
organismos: Homo sapiens, isoforma somatica, Hsal - PDB ID: 1U8F (JENKINS; TANNER,
2006), Homo sapiens, isoforma gamética, Hsa2 - PDB ID: 3H9E (CHAIKUAD et al., 2011),
Kluyveromyces marxianus, Kmar - PDB ID: 2I5P (FERREIRA DA SILVA et al., 2006),
Sacchoromyces cerevisiae, Scer - PDB ID: 41Q8 (LIU et al., 2012), Oryza sativa - Osat - PDB
ID: 3E5R (TIEN et al., 2008), Escherichia coli, Ecol - PDB ID: 1S7C (SHIN et al., 2004),
Trypanosoma cruzi, Tcru - PDB ID: 4LSM (EDWARDS; ABENDROTH, 2013), Schistosoma
mansoni, Sman - PDB ID: 7JHO (BOREIKO; SILVA; IULEK, 2021). A sequéncia de Hsa2
tem 68% de identidade com a Hsal e contém uma regido extra de proliprolina com 72
residuos no N-terminal (CHAIKUAD et al., 2011; WELCH et al., 2000). Para melhor
visualizacdo do alinhamento, mostrado na Figura 35, a sequéncia desta foi truncanda entre os

residuos 9-75. A Tabela 9 os valores de RMSD da sobreposi¢ao entre Ca's.


https://www.rcsb.org/search?q=citation.rcsb_authors:Shin,%20D.H.

Figura 35 - Alinhamento da sequéncia de aminoacido da CaGAPDH com as das homologas representativas.
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Legenda: estrelas azuis indicam os residuos equivalentes a Hsal que devem fazer contato com o NAD®. Estrelas
verdes indicam os residuos cataliticos. Em vermelho estdo as fitas-p e as hélices-a na estrutura de CaGAPDH.
Os residuos 9 a 75 de Hsa2 sdo representados por um til (~).
Fonte: O autor.

Em geral, todas as estruturas GAPDH sdo semelhantes, com o RMSD entre seus Ca's

entre 0,706 (S. cerevisiae) e 1,011 A (S. mansoni), para um minimo de 305 residuos

sobrepostos.
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Tabela 9 - Valores de RMSD entre Ca’s referentes as sobreposicdo de CaGAPDH com as estruturas de
Kluyveromyces marxianus (cddigo PDB 2I5P), Sacchoromyces cerevisiae (codigo PDB 41Q8), Homo sapiens 1
(cédigo PDB 1U8F) e Homo sapiens 2 (cddigo PDB 3H9E), Escherichia coli (cédigo PDB 1S7C) Oryza sativa
(cédigo PDB 3E5R), Schistosoma mansoni (codigo PDB 7JHO), Trypanosoma cruzi (cddigo PDB 4LSM).

Organismo / Codigo PDB RMSD (A) / N°. de residuos
envolvidos
Kluyveromyces marxianus / 215P 0,812 /305
Sacchoromyces cerevisiae / 41Q8 0,706 / 319
Homo sapiens 1 / 1U8F 0,807 /318
Homo sapiens 2 / 3H9E 0,971/320
Escherichia coli /1S7C 0,898 / 317
Oryza sativa / 3E5R 0,921 /321
Schistosoma mansoni / 7JHO 1,011/ 316
Trypanosoma cruzi / 4LSM 0,935/ 318

Fonte: O autor.

Dentre as sequéncias de GAPDH atualmente conhecidas (UNIPROT, 2021),
CaGAPDH é uma das duas proteinas a apresentar um Glu em sua posi¢do 296, que fica em
frente, em sua estrutura, a sua Ala258, presente apenas em Plasmodium falciparum, das 335
sequéncias de GAPDH disponiveis até 0 momento (UNIPROT, 2021). Essas duas mutacdes
s&o destacadas na Figura 36. E importante notar que Glu296 é mais comumente uma Ala (ou,
em frequéncia menor, uma Ser-Gly), enquanto Ala258 ¢ mais comumente uma Lys-Asn.
Portanto, hipotetizamos que essas duas mutacdes conjugadas, hidrofébica para hidrofilica e
vice-versa, podem conservar uma propriedade estrutural dessa regido. Finalmente, pode-se
observar que Leu301 na CaGAPDH ¢ raro em sua posicdo, mas observa-se que geralmente

ha, ai, um residuo hidrofébico, entdo conservado.

Figura 36 - Estrutura do monémero A da CaGAPDH com seus residuos incomuns indicados.

Legenda: o dominio de ligagdo NAD* estd em um tom mais claro; os residuos equivalentes que devem entrar em
contato com NAD™ sdo destacados em azul. Os residuos menos conservados (incomuns) na sequéncia/estrutura
de CaGAPDH estdo indicados em vermelho.

Fonte: O autor.
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2.5 CONCLUSOES

e Os protocolos de expresséo e purificacdo permitiram que a enzima CaGAPDH fosse
produzida de forma eficiente, proporcionando quantidade e qualidade suficiente para
0s testes de cristalizagéo;

e O melhor cristal forneceu conjunto de imagens de difragdo de raios X que permitiu a
determinacéo da estrutura a resolucéo de 2,98 A;

e Simetria translacional ndo cristalogréfica esta presente devido a um eixo ncs de ordem
2 quase paralelo ao eixo 2; do cristal que coincide com o parametro b da cela unitéria;

e A comparacdo da CaGAPDH com todas as sequéncias das proteinas GAPDH
disponiveis revelou que existe uma regido com duas mutacdes conjugadas, Glu296 no
lugar de (comumente) Ala e Ala258 no lugar de (comumente) Lys/Asn,
provavelmente conservando propriedades estruturais;

e Aestrutura da CaGAPDH foi depositada no PDB (cdadigo: 7LRP).
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PERSPECTIVAS

A estrutura da TcHAL poderé subsidiar a busca por inibidores para o desenvolvimento
de novos quimioterapicos contra doenca de Chagas, além disso, promover a busca de
atividade inibitoria in vitro. A partir do desenvolvimento dos protocolos de purificacdo e
cristalizacdo relatados, o trabalho traz informacdes para ensaios de co-cristalizagdo com o0s
inibidores selecionados in vitro e/ou in silico. Estes estudos também poderdo ser realizados
com a estrutura da CaGAPDH, mediante sua comprovagdo como alvo molecular para o
desenvolvimento de novos farmacos para o combate da candidiase. Com a estrutura da TclP
obtida por modelagem por homologia, poderdo ser realizados estudos de inibi¢do in silico
mas, em paralelo, de preferénica, deve-se buscar outros métodos cromatograficos para se
obté-la finalmente numa pureza adequada para a realizacdo dos ensaios de cristalizacéo e,

entdo, determinacgdo da estrutura experimental por cristalografia de raios X.
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APENDICE A

Etapas envolvidas no catabolismo da L-histidina em T. cruzi. As enzimas Histidina Aménio Liase (HAL) e
Imidazolona Propionase (IP) estdo destacadas em verde.
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