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RESUMO

O estudo da estrutura tridimensional de proteinas nos permite investigar as relacdes entre
sequéncia de amino&cidos, estrutura e fungdo, o0 que é importante principalmente para proteinas
de organismos patogénicos ou mesmo pertencente ao género destes, que podem ser utilizadas
como modelo estrutural. Neste contexto, o presente trabalho visa caracterizar estruturalmente as
enzimas alanina racemase isoforma longa de Trypanosoma cruzi e gliceraldeido-3-fosfato
desidrogenase de Naegleria gruberi. A alanina racemase isoforma longa catalisa a conversao
entre L e D-alanina em uma das vias metabdlicas do T. cruzi, que é o agente etiologico da
doenca de Chagas. A analise por SDS-PAGE de amostras da expressdo heter6loga dessa enzima
em Escherichia coli BL21(DE3) GroEL revelou que a proteina estd em maior proporcdo na
fracdo insoluvel, por isso, foi necessario estabelecer um protocolo de recuperacdo seguido de um
reenovelamento in vitro. Dados de ensaios enzimaticos e dicroismo circular revelaram o sucesso
do protocolo de recuperacdo/reenovelamento, o que podera no futuro contribuir para a busca de
inibidores especificos. A gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase de Naegleria gruberi catalisa a
sexta etapa da via glicolitica do organismo. A enzima NgGAPDH foi expressa em E. coli (DE3)
usando-se o vetor pET-15b e entdo purificada em trés passos de cromatografia, dois por
afinidade a niquel e um por exclusdo por tamanho. A caracteriza¢do enzimatica foi realizada com
a enzima sem a “his-tag”; a NQGAPDH apresentou maior atividade em pH 8,0, 25 °C e 10 mM
de arsenato, e cooperatividade positiva frente aos substratos G3P e NAD®. Cristais de
NgGAPDH sem a “his-tag” apareceram em 3 dias apds montagem das gotas e o melhor difratou
a 1,94 A de resolucdo, pertencendo ao grupo espacial P2; com parametros de celaa = 83,74 A, b
=9455 A, c=9093 A e =9996 ° A estrutura final refinada apresenta R = 0,1652 € Rfree =
0,2029. O dominio catalitico formado pelos residuos 134 a 313 é altamente conservado, como
esperado, com exce¢do da Asnl45, presente somente em NgGAPDH, enquanto que as demais
GAPDHSs apresentam Ser ou Thr na posi¢cdo correspondente. Analises por dindmica molecular
revelaram que a Asnl45 tem correlacdo de movimento com os residuos Alal23, Thrl25 e
Pro126, pertencentes ao que se chamou de “bonded loop”. Ressalte-se que esta € a primeira
GAPDH do filo Percolozoa que tem sua estrutura tridimensional determinada e parametros
cinéticos estabelecidos, tal que se espera contribuir para o entendimento da evolugdo dessa classe
de proteinas.

Palavras Chaves: Alanina racemase isoforma longa, Trypanosoma cruzi, Gliceraldeido-3-
fosfato desidrogenase, Naegleria gruberi, analise estrutural, caracterizacao cinética.



ABSTRACT

Study of protein three-dimensional structures allow us to investigate the relations between amino
acid sequence, structure and function, what is important chiefly for proteins from pathogenic
organisms or ones that belong to the same genus of these, such that they can be used as a
structural model. In this context, this work aims at the structural characterization of the enzymes
alanine racemase long isoform from Trypanosoma cruzi and glyceraldehyde-3-phosphate
dehydrogenase from Naegleria gruberi. The long isoform of alanine racemase catalyzes the
conversion between L and D-alanine which, in turn, is part of one of the metabolic pathways in
Trypanosoma cruzi, the etiologic agent of Chagas disease. The heterologous expression of this
enzyme in Escherichia coli BL21 (DE3) GroEL was analyzed by SDS-PAGE, which revealed
that the protein is in higher proportion in the insoluble fraction, thus it was necessary to establish
a recovery protocol followed by an in vitro refolding. Data from enzymatic assays and circular
dichroism revealed the success of the recovery/refolding protocol, which may in the future
contribute to the search for specific inhibitors. Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase from
Naegleria gruberi catalyzes the sixth step of the organism’s glycolytic pathway. NgGAPDH
enzyme was expressed in E. coli (DE3) using the pET-15b vector, and then purified by tree
chromatographic steps, two of nickel affinity and one of size exclusion. The enzymatic
characterization was investigated with the enzyme without the his-tag; NgGAPDH presented
higher activity at pH 8.0, 25 °C and 10 mM of arsenate, and positive cooperativity for substrates
G3P and NAD". His-tag depleted NgGAPDH crystals appeared in 3 days after drop settings, the
best crystal diffracted to 1.94 A resolution and belongs to space group P2; with cell parameters
a=8374 A b=9455A ¢c=90.93A, £ =299.96 °. The final refined structure presents R =
0.1652 and Rfee = 0.2029. The catalytic domain formed by residues 134 to 313 is highly
conserved, as expected, with the exception of Asnl145, present only in NgGAPDH, while the
other GAPDHSs present either Ser or Thr on the corresponding position. Molecular dynamics
analysis revealed that Asn145 has correlated motion with residues Alal23, Thr125 and Pro126
that belong to what was called "bonded loop". It should be emphasized that this is the first
GAPDH from the phylum Percolozoa that has its three dimensional structure determined and
kinetic parameters established, such that we expect to have contributed to the understanding of
the evolution of this class of proteins.

Keywords: Alanine racemase long isoform, Trypanosoma cruzi, Glyceraldehyde-3-phosphate
dehydrogenase, Naegleria gruberi, structural analysis, kinetic characterization.
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Introducéo geral

As proteinas sdo macromoléculas bioldgicas complexas capazes de executar de forma
répida e programada inimeras tarefas essenciais a manutencao da vida (BRANDEN; TOOZE,
1998; MURAY, 2007). Elas s&o blocos de construcéo de todas as células em nossos corpos e em
todos os seres vivos de todos os dominios. Embora a informacéo necessaria para a vida continuar
é codificada pela molécula de DNA, o processo dinamico de manutencdo da vida, replicacao,
defesa e reproducéo é realizado por proteinas (MURAY, 2007).

Devido as inimeras funcdes desempenhadas por essas macromoléculas bioldgicas, o
estudo da sua sequéncia de aminoacidos, estrutura e funcédo sdo importantes para busca de novas
abordagens terapéuticas (GUIDO et al., 2010), principalmente para proteinas de organismos
patogénicos ou de mesmo género destes, que podem ser utilizadas como modelo estrutural. Além
disso, estruturas tridimensionais de proteinas tém contribuido para o estudo evolutivo das
espécies porque sua estrutura guaternaria € mais conservada ao longo do processo do que a
sequéncia de aminoacidos (PASTORE; LESK, 1990; FLAHERTY et al., 1991; SCHNUCHE et
al., 1993) e esta caracteristica torna a estrutura das proteinas marcadores evolutivos melhores do
que as sequéncias para reconhecer ancestrais (YANG; DOOLITTLE; BOURNE, 2005).

Neste contexto, o presente trabalho visa caracterizar a estrutura tridimensional e as
caracteristicas cinéticas de duas proteinas: a alanina racemase isoforma longa de Trypanosoma
cruzi (TcAlr_longa), cuja funcdo € a interconversao entre L e D-alanina (CONTI et al., 2011) em
uma das vias metabolicas do microorganismo, e a gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase de
Naegleria gruberi (NgGAPDH), cuja funcéo é catalisar a sexta etapa da via glicolitica (BAKER
etal., 2014).

No capitulo 1 é descrito o estudo da proteina TcAlr_longa, que compreende expressao,
purificacdo, reenovelamento in vitro, analise por dicroismo circular, ensaio cinético e
modelagem por homologia da estrutura.

No capitulo 2 é descrito o estudo da proteina NgGAPDH, que compreende
desenvolvimento do protocolo de expressao, purificacdo, determinacdo dos parametros cinéticos,
cristalizacdo, determinacdo da estrutura tridimensional e realizacdo de analises comparativas

estruturais.
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Objetivo geral

- Caracterizar a estrutura da proteina TcAlr_longa, por meio de dicroismo circular e
modelagem por homologia;
- Caracterizar a estrutura da NgGAPDH por meio de ensaios de cristalizagdo e

determinar seus parametros cinéticos por meio de ensaio enzimatico.
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Alanina racemase isoforma longa de Trypanosoma cruzi (TcAlr_longa)
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1.1 Introdugéo

1.1.1 Trypanosoma cruzi

O T. cruzi € um protozoario hematico da familia dos tripanossomatideos. ((O seu ciclo
de vida apresenta trés formas distintas (Figura 1): i) epimastigota, forma presente no inseto; ii)
tripomastigota, forma sanguinea circulante e infectante em humanos e iii) amastigota, forma
de replicacdo intracelular. Devido a alternancia de hospedeiro e as diversas formas em seu
ciclo de vida, a sua sobrevivéncia depende da habilidade de manter a homeostase intracelular
de ions e nutrientes e catabolizar diferentes substratos para obter energia. Assim, o T. cruzi é
capaz de utilizar carboidratos e aminoécidos como fonte de energia (CAZZULO, 1992 e
SILBER et al., 2005).

Figura 1: Ciclo de vida do T. cruzi. 1) Tripomastigotas metaciclicos presentes nas fezes do inseto durante a
picada; 2) Tripomastigotas metaciclicos penetram em varias células a partir do sitio da picada. Dentro das
células, eles se transformam em amastigotas; 3) Amastigotas multiplicam-se por fissdo binaria nas células de
tecidos infectados; 4) Amastigotas transformam-se em tripomastigota circulantes que rompem a célula e caem na
corrente sanguinea. Nessa fase os tripomastigotas podem infectar outras células e transformarem-se em
amastigotas nos novos sitios de infec¢do. ManifestagBes clinicas podem surgir deste ciclo; 5) Inseto faz repasto
sanguineo e insere tripomastigotas circulantes; 6) Epimastigostas no intestino médio; 7) Multiplicacdo no
intestino médio; 8) Tripomastigota metaciclicos. Os estagios 1, 5, 6, 7 e 8 ocorrem nos insetos € 0s estagios 2, 3
e 4 ocorrem em humanos.

Estagio no inseto Estagio em humano
Tripornastigotas metaciclico Tripornastigotas retaciclicas
o preserte nas fezes do e penetrar e warias células &
inseto durainte a picada partir do sitio da picada. Dentro

das células eles se trasnformna

— ﬁ' __/ ern amastigotas
L= -

Tripornastigotas =
rhetacliclicas h @

L&)

9 Arnastigotas muttiphicar-se
por fiss3o bindria nas células
Tripornastigotas podern  de tecidos infectados

Mulktipliczn-se o

o intesting rmadio imfectar outras células e
trasnforrnar-se em
amastigotas nos nowvos

Inseto faz repasto sitios dg infeccso.

FENgUInen & Insers Manisfestactes clinicas

tripornastigetas odern surgir deste cicla
Epirmastigotas circulantes

v@ﬂ

o Arnastigotas trasnforrnam-se
emn tripornastigotas

1o intenstin
médica \ @‘?

h: Fase infactiva circulantes, que rompemn a
ﬂ = Fase diagnosticivel célula & casm na corrente
sanguilnea,

Fonte: Adaptado de Center for Disease Control and Prevention (2016).
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Os aminoacidos sdo importantes no metabolismo energético dos tripanossomatideos
(ZELEDON, 1960; MANCILLA; NAQUIRA; LANAS, 1967), além de auxiliarem em seu
desenvolvimento, diferenciagdo (TONELLI et al., 2004), regulacdo do volume celular
(ROHLOFF; RODRIGUES; DOCAMPO, 2003; ROHLOFF; MONTALVETTI; DOCAMPO,
2004) e resisténcia a diferentes tipos de estresse (PEREIRA et al., 2003). Em T. cruzi, os
aminoacidos podem ser obtidos a partir de trés fontes principais: biossintese a partir de
metabdlicos precursores, transporte ativo de aminoacidos disponiveis no meio e degradagdo
de proteinas fagocitadas (SILBER et al., 2005; PAES et al., 2011).

Na literatura ha relatos de participacdo relevante de aminoacidos como prolina,
glutamato, aspartato e arginina no metabolismo do T. cruzi (CAZZULO, 1992), entretanto, o
papel bioldgico de D-alanina e/ou L-alanina livres nesse parasita ainda ndo foi elucidado.
Segundo ENGEL et al., (1987), e URBINA et al., (1990), a producdo de L-alanina em T.cruzi
¢ uma forma de eliminar o composto NHg, ja que este ndo pode ser eliminado pelo ciclo da
ureia, porque faltam varias enzimas desse ciclo em T. cruzi, portanto, suas enzimas
transaminases catalisam a transferéncia de grupos NH; de quase todos os aminoacidos para 0
piruvato, produzindo L-alanina.

O T. cruzi possui apenas uma Unica mitocondria que ocupa grande parte do seu
volume e apresenta duas organelas que ndo existem em geral nos eucariotos, que Sd0 0
glicossomo, onde ocorrem as primeiras reacdes da via glicolitica, e 0 reservossomo, cuja
funcdo é armazenar proteinas exdgenas e possui alta atividade de hidrolases (CAZZULO,
1994; URBINA, 1994; CAZZULO; STORKA; TURK, 1997).

Dado que o T. cruzi é o agente etioldgico da doenca de Chagas, a caracterizacdo das
vias metabolicas e de suas enzimas € importante para o desenvolvimento de novas abordagens

terapéuticas.

1.1.1.1 Doenca de Chagas

A Doenga de Chagas, também conhecida como tripanossomiase americana, é causada
pelo T. cruzi. O parasita € transmitido principalmente pelo vetor Triatoma infestans,
conhecido vulgarmente como "barbeiro”, encontrado comumente na América Latina, que é
por isso considerada endémica (Figura 2). A Organizacdo Mundial da Saude (2013) estima

que ocorrem cerca de 12.000 mortes por ano causadas pela Doenga de Chagas (WHO, 2017).
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Figura 2: Mapa geografico da distribuicdo da Doenca de Chagas (2014).
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A Doenca de Chagas é caracterizada por uma fase aguda que dura em média dois

meses, sendo sucedida por uma fase crénica que tipicamente se prolonga por toda a vida do


http://www.paho.org/hq/index.php?option=com_topics&view=article&id=10&Itemid=40743&lang=pt
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hospedeiro. Quando esta se manifesta, leva a um quadro febril ou a outras manifestagdes
clinicas, tais como miocardite, alteragdes eletrocardiograficas, linfadenopatia e
hepatoesplenomegalia (DIAS; DESSQOY, 2009).

Atualmente, o tratamento da doenca é realizado com o benzonidazol (Figura 3),
comercialmente distribuido com o nome Rochangan®. Evidéncias indicam que o medicamento
atua na formacdo de radicais livres e/ou metabdlitos eletroliticos, com eficiéncia na fase
aguda da doenca. Todavia, um dos problemas € que a maior parte dos pacientes passa pela
fase aguda sem manifestacGes clinicas, ou com sintomas nao especificos, que ndo permitem
diagnosticar precocemente a infecgdo (PAES et al., 2011); isto faz com que a maior parte ndo
seja diagnosticada a tempo, perdendo-se a chance de se ter tratamentos mais eficientes. Esses
fatos somados ao aparecimento de resisténcia aos farmacos utilizados (REGUERA et al.,
2006; GARCIA-ESTRADA et al.,, 2010) reforcam a necessidade de novas abordagens
terapéuticas que permitam, por si s6 ou em combinacdo com o benzonidazol, otimizar o

tratamento da fase crdnica da doenca.

Figura 3: Estrutura quimica do Benzonidazol.

Fonte: O autor

1.1.2 Alanina racemase (Alr)

A Alanina racemase (Alr) (E.C. 5.1.1.1) é uma isomerase que interconverte 0s
isbmeros L e D-alanina (L-Ala, D-Ala respctivamente) cuja a¢do depende do Piridoxal 5’
fosfato (PLP) como cofator.

As enzimas racemases sdo encontradas em todos os procariotos, mas em apenas
algumas espécies de eucariotos tais como animais aquaticos (ABE et al., 2005), fungos
(HOFFMANN et al., 1994; CHENG et al., 2000), leveduras (ver na referencia se sao varia
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mesmo) (UO et al.,, 2001) e plantas (ONO et al., 2006). A falta da Alr na maioria dos
eucariotos faz com que esta enzima seja alvo atraente para o desenvolvimento de
medicamentos antimicrobianos (COUNAGO et al., 2009).

As Alrs mais estudadas sdo as de bactérias porque o aminoacido D-Ala é precursor na
sintese do composto peptidoglicano, essencial na composi¢cdo da parede celular, tanto para
bactérias Gram-positivas quanto Gram-negativas. O peptidoglicano é um polissacarideo
formado por residuos alternados de N-acetilglucosamina e acido N-acetilmuramico. Cada
acido N-acetilmuramico encontra-se associado a um pequeno peptideo, sendo constituido por
L-alanina, &cido D-glutamico, &cido meso-diaminopimélico e D-alanina, no caso de bactérias
Gram-negativas, ou L-alanina, D-glutamina, L-lisina e D-alanina, ligado a outro peptideo por
pontes de cinco glicinas (entre a D-alanina de um peptideo e a L-lisina de outro peptideo), no
caso de bactérias Gram-positivas. Estas pontes cruzadas sdo estabelecidas com auxilio de uma
transpeptidase, resultando no composto N-acetilmuramil-L-Ala-D-Glu-meso-
diaminopimelato-D-Ala-D-Ala.

A Alr é a primeira enzima da via biossintética do peptidoglicano, sua acdo é a
racemificacdo do isdbmero L-alanina para D-alanina. O dipepitideo D-ala-D-ala € produzido
pela acdo da D-alanina ligase (E.C. 6.3.2.15), cuja estrutura foi determinada por FAN et al.,
(1997). Esse dipepitideo é utilizado na sintese do composto N-acetilmuramil-L-Ala- D-Glu-
Meso-diaminopimelato. Como a Unica forma de se obter este composto é por essa rota
metabolica, as enzimas desta via sdo alvos para a busca de inibidores especificos para o
desenvolvimento de antibioticos (SHAW; PETSKO; RINGE, 1997).

Varias bactérias, como Salmonella typhimurium, Escherichia coli e Bacillus subtilis,
contém dois genes independentes que codificam para duas Alr (WALSH'’ 1989), denominadas
de DadB e AlrA. Experimentos mostram que a expressao de DadB € induzida quando as
células sdo cultivadas em altas concentraces de L- ou D-Ala e é provavelmente responsavel
pelo catabolismo de D-Ala (McFALL; NEWMAN, 1996). Em contraste, a AlrA ¢
constantemente expressa e provavelmente esta envolvida na sintese de D-Ala.

Na literatura h& descricdo de Alrs de 18 organismos com estruturas tridimensionais
depositadas no Protein Data Bank (PDB), entre eles (cddigo PDB entre paréntesis):
Corynebacterium glutamicum (2DY3) (MIYAGUCHI et al., 2011), Bacillus anthracis
(3HA1) (COUNAGO et al., 2009), Bacillus stearothermophilus (1XQK) (FENN et al., 2005),
Bacillus anthracis str. Ames (2VD9) (AU et al., 2008), Oenococcus oeni (3C0O8) (PALANI,
BURLEY, SWAMINATHAN, 2013), Mycobacterium tuberculosis (1XFC) (LEMAGUERES
et al., 2005), Enterococcus faecalis (3E5P) (PRIYADARSHIA et al., 2009), Pseudomonas
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aeruginosa (1RCQ) (LEMAGUERES et al., 2003), Streptomyces lavendulae (1VFH) (NODA
et al., 2004), Escherichia coli (3B8U) (WU et al., 2008) e Pseudomonas fluorescens (20D0O)
(TSUGE; OHNISHI; YOKOIGAWA, 2011).

A analise das estruturas elucidadas das Alrs revela que se tratam de homodimeros em
que o sitio ativo esta localizado na interface entre os monémeros (Figura 4), cada um com
aproximadamente 388 residuos, massa molar de cerca de 40 kDa e constituido por dois
dominios, um que vai do residuo 1 até cerca de 240, composto por sete fitas-B, e um que
compreende desde o residuo 241 até final da cadeia, composto por trés ou quatro fitas-p e
hélices-a. (SHAW; PETSKO; RINGE 1997). Os parametros cinéticos dessas enzimas revelam
que o ponto isoelétrico (pl) esta entre 5,2 e 6,5, temperatura 6tima entre 30 e 90 °C e pH

otimo entre 7,5 e 11.

Figura 4: Estrutura tridimensional da alanina racemase de Bacillus anthracis, cddigo PDB 2DV9. Em amarelo e
em vermelho estdo representados os monémeros A e B, respectivamente; a regido do sitio ativo esta circulada
em cada mondmero e nelas estdo destacados os residuos Lys41 e o cofator PLP (PDB EPC).

Fonte: AU et al., 2007

Na descricdo das Alrs uma molécula de agua foi identificada nos sitios ativos
desempenhando papel importante na catélise enzimatica e deve ser tomada em conta para o
desenho de inibidores especificos (CONTI et al., 2011). Segundo SHAW, PETSKO e RINGE
(1997), durante a catalise a cadeia lateral da Arg219 no sitio ativo forma uma ligacdo de

hidrogénio com o anel de piridina do PLP, indicando que esse anel ndo é crucial para a
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atividade catalitica. Portanto, o principal papel do cofator na catalise da Alr pode ser atribuido
a solvatacdo (RUBINSTEIN; MAJOR, 2010).

Um mecanismo de reacdo proposto para a Alr inicia-se com o ataque do grupo amino
ao carbono do anel da PLP, formando um intermediario com vida util limitada, o que ajuda a

enzima a evitar reacdes secundarias (Figura 5).

Figura 5: Mecanismo de acdo da Alr. O mecanismo inicia-se com o ataque do par de elétrons do nitrogénio do
grupo amino ao carbono insaturado do substrato do cofator. Este ataque promove a remogdo do grupo Lys41-
NH,. Posteriormente, o oxigénio do alcoxido Tyr270’ abstrai um proéton acidico da estrutura do cofator, e 0 par
de elétrons passa para a ligacdo entre o carbono e nitrogénio, formando a ligacdo C=N e transformando o
alcoxido em Tyr270-OH. Na sequéncia, a dupla C=N do cofator que é nucleofilica ataca um préton do grupo
Lys41-NHs", que ¢ eletrofilico, promovendo a entrada de um hidrogénio no cofator e tornado a ligagdo simples,
novamente. Isto ocorre simultaneamente & passagem do par de elétrons ndo ligantes para o anel da piridina em
ressonancia, que se estende até o outro nitrogénio, que fica com carga positiva. O ataque do nitrogénio do Lys
41-NH, ao carbono insaturado da ligacdo C=N do cofator promove simultaneamente a remog¢édo da D-alanina.
Finalmente, o nitrogénio da L-alanina ataca o carbono C=N do cofator.
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Fonte: Adaptado de AU et al., 2008.

Analises de simulacdes por dindmica molecular (RUBINSTEIN; MAJOR, 2010; LIN
et al., 2011) da estrutura selvagem e mutada Arg219Glu revelaram que a estabilizacdo da
formacdo do intermediario durante o0 mecanismo de acdo na estrutura selvagem € devida a
efeitos do solvente, enquanto que no mutante o Glu219 contribui na estabilizacao.

Um segundo mecanismo, apoiado pelo modelo teérico publicado por ONDRECHEN,
BRIGGS e MCCAMMON (2001), indica uma acéo alternativa envolvendo dois amino&cidos,
Lys39 e Tyr265. O residuo Lys39, ligado ao cofactor PLP, atua no inicio da conversédo de D-
Ala em L-Ala, enquanto a Tyr265, localizada no outro mondmero, desempenha outra fungao
(YOSHIMURA, 2008). Nesse mecanismo, o grupo fenolico da Tyr265 pode estar na sua
forma anidnica e, assim, a enzima seria mais ativa, enquanto que a Lys39 é desprotonada
nesse mesmo pH, portanto, a Lys39 pode estar disponivel e comportar-se como a base
catalitica para a conversdo de D-Ala em L-Ala.

Além da reacdo de isomeracdo realizada pelas Alrs, estudos mostram que elas também
séo capazes de catalisar uma reacdo de transaminacdo (GRISHIN; PHILLIPS; GOLDSMITH,
1995; KUROKAWA; WATANABE; YOSHIMURA 1998) em pH entre 6,5 e 6,8, enquanto o
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processo de isomerizagdo tem seu pH 6timo entre 7 e 10 (STADTMAN; ELLIOT, 1957;
TANNER, 2002).

Estudos realizados com a Alr de Bacillus anthracis indicam que essa enzima
desempenha um papel chave na inibicdo da germinacdo de seus esporos. O papel do
aminoacido L-alanina nesse microorganismo € promover a sua germinagdo, enquanto que o
D-alanina € um potente inibidor da mesma (PRESTON; DOUTHIT, 1988). A inibicdo da Alr
poderia desencadear uma germinacdo prematura levando a morte dos esporos (HUANG et al.,
2004; CHESNOKOVA et al., 2009). Bacilus anthracis € uma bactéria Gram-positiva
causadora da doenca zoondtica antraz, mais comum em animais, mas que também pode
ocorrer em humanos quando expostos aos esporos vivos. A pulverizacdo de uma solucdo de
um inibidor de Alr nos ambientes poderia ser uma estratégia para acelerar os esforcos de
descontaminacao e reduzir o risco de infeccdo em seres humanos (YAN et al., 2007).

Muitos anélogos de D-Ala que apresentam um halogénio na posi¢do adequada para o
ataque nucleofilico exibem um atividade inibitoria. Existem sete inibidores descritos de Alr,
D-cicloserina, O-carbamoil-D-serina, B-cloroalanina, p-fluoroalanina, (BADET; ROISE;
WALSH, 1984) B,B,B-trifluoroalanina, (FARACI, WALSH 1989) B-clorovinilglicina e B-
fluorovinilglicina (Figura 6), que sdo ativos contra Alr de muitas bactérias, como de
Escherichia coli e Bacillus subtilis. No entanto, ndo inibem outras enzimas contendo PLP
(SHAW; PETSKO; RINGE, 1997).

Figura 6: Estrutura quimica dos inibidores das Alr. (A) D-cicloserina. (B) O-carbamoil-D-serina. (C) B-
cloroalanina. (D) p-fluoroalanina. (E) B,B,B-trifluoroalanina. (F) B-clorovinilglicina. (G) B-fluorovinilglicina.
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Fonte: O autor.
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Os compostos B-cloroalanina, [-fluoroalanina e trifluoroalanina apresentam
mecanismos de inibicdo diferentes dos inibidores D-cicloserina e O-carbamoil-D-serina,
embora em ambos 0s casos a enzima seja irreversivelmente inibida, porque ocorre a formacao
de uma ligacéo covalente entre o cofator e o inibidor. A acdo dos inibidores D-cicloserina e
O-carbamoil-D-serina inicia-se com a formacéo de uma ligagéo covalente com o cofator PLP
da enzima, inibindo a acdo da Alr (Figura 7) (CONTI et al., 2011), enquanto que a acdo dos
inibidores B-haloalaninas e trifluoroalanina inicia-se pelo ataque do nitrogénio da lisina ao
carbono insaturado do cofator ou carbono difluorado do inibidor (Figura 8) (FARACI,
WALSH, 1989).

Figura 7: Mecanismo de a¢do do inibidor D-cicloserina. O mecanismo inicia-se com o ataque do par de elétrons
do nitrogénio do grupo amino do inibidor ao carbono insaturado. Este ataque promove a remoc¢do do grupo Lys-
NH, e a formacdo da ligacdo covalente com o inibidor. Posteriormente, a dupla C=N do complexo, que é
nucleofilico, ataca um préton do grupo Lys-NH, que é eletrofilico, promovendo a entrada de um hidrogénio e
tornando a uma ligacdo simples. Em seguida, ocorre o ataque do par de elétrons do grupo Lys-NH, ao
hidrogénio ligado ao inibidor e simultaneamente ocorre a formag&o da ligacdo dupla no anel do inibidor.
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Fonte: Adaptado de CONTI et al., 2011.
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Figura 8: Mecanismo de agdo dos compostos B-cloroalanina, B-fluoroalanina e trifluoroalanina. Os mecanismos
A e B iniciam-se com o ataque do par de elétrons do nitrogénio do grupo Lys-NH, do inibidor ao carbono
insaturado do substrato do cofator. Este ataque promove a remogao do grupo Lys-NH,. Posteriormente, a dupla
C=C, que é o nucleofilico, ataca o carbono da dupla C=N do complexo cofator-Lys-NH,,
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Fonte: Adaptado de CONTI et al., 2011.

Em T. cruzi foram identificadas duas isoformas da Alr, uma longa (42 kDa) e outra
curta (27,5 kDa). A hipdtese é que essas enzimas podem atuar como reguladoras na reserva
e/ou eliminacdo de L-alanina via formacdo de D-alanina. Além disso, o T. cruzi poderia
também secretar uma isoforma da enzima que estaria envolvida na modificacdo de moléculas
de membrana da célula alvo do hospedeiro, facilitando a adesdo e/ou subsequente penetracédo
e multiplicacdo do parasita (SELA; ZISMAN, 1997). Neste contexto, este trabalho visa
acrescentar novas informacgoes a literatura sobre a enzima alanina racemase isoforma longa de

T. cruzi, no tocante a sua estrutura e a comportamentos bioquimicos.
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1.2 Objetivos especificos

- Estabelecer um protocolo para otimizar a obtencéo da enzima solubilizada;
- Realizar estudo do conteddo da estrutura secundaria por meio de dicroismo circular;

- Realizar estudo estrutural por meio de modelagem por homologia.
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1.3 Materiais e métodos

1.3.1 Obtencéo do clone para expressdo da TcAlr_longa

A E. coli BL21(DE3) GroEL contendo o DNA plasmidial pET-19b com o inserto
correspondente ao gene codificante da enzima TcAlr_longa (Figura 9) foi disponibilizada pelo
laboratério do Prof. Dr. Ariel Mariano Silber (Departamento de Parasitologia - Instituto de

Ciéncias Biomédicas, USP).

Figura 9: Esquema referente a construcdo do gene da TcAlr_longa no plasmideo pET-19b.
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Fonte: O autor

1.3.2 Expressao

Para a expressdo da TcAlr_longa foram utilizados 4 L de meio LB (SAMBROOK et
al., 1989) com 100 pug mL™* de ampicilina e 50 pg mL™ de cloranfenicol, mantidos a 37 °C
sob agitacdo a 190 rpm até atingir DOgg entre 0,5 e 0,6, em seguida, a cultura foi mantida sob
agitacdo até atingir a temperatura de 20 °C, nessa temperatura foi adicionado 0,5 mM

isopropil-p-D-1-tiogalactopirandsido (IPTG) e manteve-se a agitagdo, mas a 150 rpm por 16
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h. Apoés, a cultura foi centrifugada a 4800 x g por 30 min a 4 °C e o sobrenadante foi
descartado. O precipitado da centrifugacgdo foi solubilizado em tamp&o 20 mM Tris-HCI pH
7,4 com 500 mM de NaCl e submetido a lise por sonicacdo com 4 pulsos de 1 min e
intervalos de descanso em gelo de 1 min entre eles. Apds a sonicacdo, adicionou-se 0,1% de
Triton® X-100 ¢ 50 pl de coquetel de inibidor de protease (AEBSF, pepstatina, PMSF,
aprotinina, E-64, leupeptina, cloridrato de bestatina) (Sigma) para cada mililitro de tampéo, o
que foi seguido de centrifugacdo a 20000 x g por 30 min a 4 °C, separando-se entdo a fracdo

soltvel (sobrenadante) da insolavel (precipitado).

1.3.3 Purificagido em condigdes nédo desnaturantes

A fragdo sollvel foi submetida a duas etapas de purificagdo no cromatdgrafo Akta
Purifier (GeHealthcare Life Sciences). A primeira etapa compreendeu cromatografia por
afinidade a niquel em 5 mL de resina (HisTrap HP-GE Healthcare Life Sciences). A coluna
foi previamente equilibrada com 2 volumes de coluna (VC) de tampéo A (20 mM Tris-HCI
pH 7,4, 500 mM de NaCl), o que foi seguido da aplicacdo da fracdo soltvel e lavagem com 16
VC do mesmo tampéo. Apds, eluiu-se durante 7,6 VC com uma mistura de tampao A com
tampéo B (20 mM Tris-HCI pH 7,4, 500 mM NaCl, 500 mM imidazol) para resultar em 20
mM de imidazol, em seguida, eluiu-se durante 4,6 VC com uma mistura de tampdo A com
tampdo B para resultar em 40 mM de imidazol e, por ultimo, um gradiente até 100% do
tampdo B (500 mM de imidazol) durante 4,8 VC. Durante a cromatografia manteve-se fluxo
de 1 mL min™ e fracBes de 1 mL foram coletadas por tubo. As fracées eluidas contendo a
TcAlr_longa foram reunidas e submetidas a uma diélise durante 24 h contra o tampao A.

Na segunda etapa de purificacdo realizou-se uma cromatografia por exclusdo por
tamanho em 75 mL de resina (Superdex™ 75 HR 10/30 GE Healthcare). A coluna foi
previamente equilibrada com 2 VC do tampédo A e, apos, a solucdo proteica foi aplicada,
sequida de 1 VC de eluigdo do tampdo A. Durante a cromatografia, manteve-se fluxo de 0,5
mL min™ e fracdes de 500 pL foram coletadas por tubo. As fracdes eluidas das duas etapas de
purificacdo foram analisadas por eletroforese em gel de poliacrilamida contendo SDS (SDS-
PAGE (12%)), método adaptado de SAMBROOK e RUSSEL, (2001).
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1.3.4 Dosagem de proteina

A concentracdo de proteina em solucédo foi determinada pelo método de BRADFORD
(1976) e por absorbancia em 280 nm. No primeiro método utilizou-se a Soro Albumina
Bovina (BSA) a 0,2 mg mL™ como padréo para as curvas de calibracio. As amostras foram
diluidas de forma a apresentarem absorbancias proximas ao ponto médio da curva de
calibracdo. No segundo método utilizou-se tampao da amostra como branco e o valor do

coeficiente de extingdo molar para o calculo da concentracéo.
1.3.5 Espalhamento dindmico de Luz (DLS)

A analise por DLS foi realizada no Laboratdrio Nacional de Biociéncias (LNBio) com
0 equipamento DynaPro (Protein Solutions). Para o0 experimento, utilizaram-se
aproximadamente 70 puL de enzima a 0,1 mg mL™ em tamp&o 20 mM Tris-HCI pH 7,5 com
150 mM NaCl. A amostra foi previamente centrifugada a 14000 x g por 15 mina 4 °C e
acondicionada em uma cubeta de quartzo. As medidas compreenderem 25 aquisi¢des por 20 s
a4 °Ceal8°C. O célculo do raio hidrodindmico foi realizado pelo software Dynamics™
versdo 6.12.0.3.

1.3.6 Remogao da “his-tag”

Com a proteina purificada em condi¢6es nativas realizou-se a clivagem da “his-tag” da
porcdo N-terminal com Enteroquinase (Sigma). O procedimento foi seguido conforme a

descricdo do fabricante.
1.3.7 Purificagdo em condigdes desnaturantes

A fracdo insoluvel da expressédo foi solubilizada em solugdo tampédo 20 mM Tris-HCI
pH 7,4 com 500 mM NaCl, 10 mM imidazol e 8 M ureia sob agitacdo constante por 2 h,
seqguida de centrifugacdo a 20000 x g por 30 min a 4 °C. O sobrenadante contendo a
TcAlr_longa desnaturada foi purificado por gravidade em 5 mL de resina de niquel com os
tampdes A e B acrescidos de 2 M de ureia; 0 método de purificagcdo seguiu 0 mesmo descrito

da primeira etapa do item 2.3.3.
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1.3.8 Reenovelamento in vitro

Apo6s a purificacdo em condi¢des desnaturantes, a TcAlr_longa foi submetida ao
reenovelamento in vitro, em 6 passos de dialise a 4 °C. O primeiro passo compreendeu
diminuir a concentracdo de ureia de 8 M para 2 M e troca para o tampdo CHES (acido 2-
(ciclohexilamino) etanossulfonico) 20 mM pH 9,0, 500 mM NacCl, 1 mM de B-mercaptoetanol
e 2 mM PLP. Nos passos seguintes, foi-se diminuindo em 0,5 mM a concentracdo de ureia a

cada 24 h, até sua total retirada.

1.3.9 Dicroismo circular (CD)

As medidas de CD foram realizadas em um espctropolarimetro Jasco J-80 no LNBio
com aproximadamente 500 pL da proteina pura reenovelada a 0,1 mg mL™ em tamp&o 20
mM Tris-HCI pH 7,5; 150 mM NaCl e comprimentos de onda de 200 a 240 nm intervalo de 1
nm, a 10 °C, caminho ético de 1 mm em cubeta de quartzo. Também se avaliou por CD a
estabilidade térmica da proteina no intervalo de temperatura entre 10 °C e 98 °C, aguecimento
e posterior resfriamento.

As analises dos espectros de CD foram realizadas com o pacote CDPro, que inclui os
programas SELCON3, CONTINLL e CDSSTR para estimar a porcentagem de estrutura
secundaria a partir da comparacdo dos dados experimentais com espectros de um grupo de 43
proteinas de referéncia.

Quanto a atividade, foi ensaiada por espectrofotometria na reacdo de interconversao
entre L-alanina e D-alanina. A atividade no sentido de D- para L- foi determinada com a
mistura contendo 100 mM CHES pH 9,0, 0,5 U de L-alanina desidrogenase, 50 mM D-
alanina, 2,5 mM NAD" e a prdpria enzima. O aumento da absorbancia a 340 nm devido a

formacgéo de NADH a 37 °C foi monitorado.

1.3.9 Ensaio enzimatico

O ensaio enzimaético foi realizado por espectrofotometria da reagdo de conversao entre
L-alanina e D-alanina. A atividade no sentido de D- para L- foi determinada com a mistura
contendo 100 mM CHES pH 9,0, 0,5 U de L-alanina desidrogenase, 50 mM D-alanina, 2,5
mM NAD" e a propria enzima. O aumento da absorbancia a 340 nm devido & formagéo de
NADH a 37 °C foi monitorado.
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1.3.10 Modelagem por homologia

A ferramenta Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) (ALTSCHUL et al.,
1990) do website National Center for Biotechnology Information (NCBI) foi configurada para
encontrar proteinas com estruturas depositadas no RCSB PDB com similaridades e
identidades com a TcAlr_longa.

As estruturas selecionadas foram sobrepostas com o programa Multiprot (SHATS;
NUSSINOV; WOLFSON, 2002) e o alinhamento entre as sequéncias foi realizado com o
programa T_cofeee3D (NOTREDAME; HIGGINS; HERINGA, 2000). O alinhamento
estrutural e os PDBs das proteinas selecionadas foram utilizados como arquivos de entrada
para o programa Modeller (ESWAR et al., 2006). Este programa foiconfigurado com os
parametros “default” e foram gerados trezentos modelos tridimensionais da proteina alvo,
(ESWAR et al., 2006). As estruturas foram visualizadas pelo programa Pymol
(SCHRODINGER, 2010) e os ligantes pelo LIGPLOT v.4.5.3 (WALLACE; LASKOWSKI;
THORNTON, 1996).

Os trezentos modelos foram validados em relacdo a pontuacdo Discrete Optimized
Protein Energy (DOPE) (SHEN; SALI, 2006) e ao grafico de Ramanchandran com o uso do
programa Procheck (LASKOWSKI et al., 1993). O modelo escolhido foi 0 que apresentou
menor valor de DOPE e que ndo apresentava residuos pertencentes ao sitio ativo nas regides

ndo permitidas do grafico de Ramachandran.

1.3.11 Anélise do modelo gerado por homologia

O modelo obtido por homologia da TcAlr_longa foi submetido ao banco de dados
PDBsum (LASKOWSKI, 2009) a fim de analisar a estrutura secundéaria e a topologia. A
sequéncia de aminodcidos das estruturas tridimensionais selecionadas como molde e a
TcAlr_longa foram alinhadas pelo T_coffee3D. A visualizacdo do alinhamento se deu pelo
programa ALINE (BOND; SCHUTTELKOPF, 2009) com o fundo do mesmo colorido de
acordo com a convencdo de Alscript Calcons (BARTON, 1993); as estruturas secundarias
foram estimadas pelo programa DSSP (KABSCH; SANDER, 1983).
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1.4 Resultados e discussdes

1.4.1 Expressao e purificacdo da fracéo soltvel

A expressao heterdloga da TcAlr_longa com massa molecular monomérica de 42 kDa,
388 aminoéacidos e pl teodrico de 7,58 (ProtParam (GASTEIGER et al., 2005)) em E. coli
BL21(DE3) GroEL foi analisada por SDS-PAGE (12%) (Figura 10), a comparagdo da fracédo
sem inducdo (raia 1) e com inducdo (raia 2) revela que houve expressdo da proteina. Ao se
comparar a fracdo soltvel (raia 3) com a fracdo insoltvel (raia 4), observa-se que a proteina
expressa esta em maior destaque na fragdo insolivel.

Na tentativa de aumentar o rendimento da proteina expressa para a fracdo sollvel, duas
abordagens podem ser utilizadas, uma consiste em abaixar a temperatura e outra incluir
chaperonas, ambas durante o periodo de inducdo (SAHDEV; KHATTAR; SAINI, 2008). A
utilizacdo de cepa bacteriana E. coli BL21 ArcticExpress (BELVAL et al., 2015) favorece a
expressdo no soltvel porque expressa conjuntamente duas chaperonas adaptadas a temperaturas
baixas, 13 °C, que auxiliam no enovelamento da proteina superexpressa. Entretanto, para a

proteina em estudo, a abordagem nédo apresentou melhora na fracéo soltvel, conforme analisado

por SDS-PAGE (12%) na Figura 10.

Figura 10: SDS-PAGE (12%). Raia M: marcador de massa molar. Raias 1, 2, 3 e 4: fragbes sem indugdo, total,
soluvel e insolavel, respectivamente, referentes a expressdo em E. coli BL21 (DE3) GroEL. Raias 5, 6, 7 e 8:
fracdes sem inducdo, total, solivel e insollvel, respectivamente, referentes a expressdo em E. coli BL21
ArcticExpress.

E. coli BL21 E. coli BL21
(DE3)GroEL ArcticExpress

45 kDa . - - ..TcAlr_longa

31 kDa

21 kDa

Fonte: O autor



TcAlr_longa— RESULTADOS E DISCUSSOES | 40

Com a fracdo soluvel, realizou-se purificacdo por cromatografia por afinidade a niquel,
cujo perfil cromatogréafico é representado na Figura 11 (A). A andlise por SDS-PAGE (12%)
(Figura 11 (B)) das fracGes indicaram que a TcAlr_longa foi eluida com contaminantes em 8%
do tampdo B, que corresponde a 40 mM de imidazol. Essas fracbes da TcAlr_longa com
contaminantes foram submetidas a purificacdo por exclusdo por tamanho, cujo perfil
cromatografico é representado na Figura 11 (C). A analise das fra¢gdes por SDS-PAGE (12%)
(Figura 11 (D)) revelaram fracOes relativamente puras. O rendimento desta purificacdo em

condicdes nativas foi de 0,05 mg por litro de meio de cultura.

Figura 11: (A) Cromatograma referente & purificacdo por afinidade a niquel. (B) SDS-PAGE (12%), raia M
corresponde ao marcador de massa molar e a numeracdo das demais raias refere-se as fragdes da purificacdo por
niquel. (C) Cromatograma referente a purificacdo por exclusdo por tamanho. (D) SDS-PAGE (12%), raia M
corresponde ao marcador de massa molar e a numeracdo das demais raias refere-se as frages da purificacdo por
exclusdo por tamanho.
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Fonte: O autor

1.4.2 Espalhamento dindmico de luz (DLS)

Ap0s a segunda etapa de purificacdo, as fracdes puras foram reunidas e concentradas.

Durante a concentracdo apareceram precipitados indicando perda de proteina em solugdo. A
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técnica de espalhamento dindmico de luz foi utilizada para investigar o estado de agregacédo da
TcAlr_longa remanescente em solucéo, estimada na concentracdo de 0,1 mg mL™. Os resultados
(Figura 12 (A) e (B)) indicaram que a solucdo proteica estaria constituida majoritariamente por
cinco populagcdes com tamanhos diferentes em 4 e 18 °C e a proteina em solucdo apresentava
agregados em ambas as temperaturas, mesmo em baixa concentracao, revelando que a solucao
n&o era monodispersa.

Figura 12: Analise do perfil de tamanho encontrado para as amostras de TcAlr_longa obtida por meio do
espalhamento dindmico de luz. Nos gréficos esta representado o perfil de distribuicdo do tamanho em fungéo da: (A)

intensidade a 4 °C e (B) massa a 18 °C. R € o raio hidrodindmico, Pd é a polidispersdo, MM é a massa molar e Int é
a intensidade.

20
A Resumo dos resultados

. R (nm) Pd (%) MM (kDa) Int(%) Massa(%)
18{ Pico 1: 4,5 10.6 114 3.9 75.6
Pico 2 20.3 17.6 3876 19,3 4.8
Pico 3: 80.8 25.4 97621 56.0 0.9
18/ pico 4: 4716 25.3 6064150 13,3 1.7
Pico 5: 7353.6 415 3749910000 7.5 17.0
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60 Pico 5: 133242 25,3 15066500000 23 115
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Fonte: O autor

Na tentativa de favorecer a desagregacdo, duas abordagens foram consideradas: a adigéo
de compostos e a alteragdo do pH. Quatro compostos foram adicionados separadamente a
solucdo da proteina: KCI, NaCl (SAHIN et al., 2010), Triton ou glicerol (HAMADA,;
ARAKAWA; SHIRAKI, 2009). As concentra¢cdes dos compostos usados variaram entre 0,1 e 1
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mol L™. O pH da solucdo foi alterado por meio de diélise na faixa entre 4 e 10 (SAHIN et al.,
2010). Entretanto, durante a concentracédo, observava-se a formacao de precipitado com qualquer
abordagem.

Outra tentativa foi remover enzimaticamente a “his-tag” da porgdo N-terminal, ja que na
literatura ha relatos de alanina racemases em concentracdo de 10 mg mL™ sem “his-tag”
(HOFFMANN et al., 1994; STRYCH et al., 2007; COUNAGO et al., 2009). Apds a remocao, a
solucdo proteica foi concentrada até 2 mg mL™; durante esse processo ndo se observaram
precipitados. A analise por SDS-PAGE (12%) (Figura 13) do concentrado indica que a proteina
foi concentrada, mas néo esta totalmente pura. O rendimento obtido foi 2 mg mL™ em 100 uL de
solucdo e pode ser considerado baixo quando comparado com proteinas concentradas a 10 mg
mL™, considerando-se o propésito deste trabalho. O baixo rendimento e o alto custo de protease

para a remogdo da “tag” inviabilizou a realiza¢do de ensaios de cristalizacao.

Figura 13: SDS-PAGE (12%). Raia M: marcador de massa molar. Raia 1: amostra concentrada até 2 mg mL™ apds a
remogao da “his-tag”.

T
17
o
&
T
T
£
5.9
e
& 0
5w
g¢
3
<Y
M 1
58 kDa “=
45 kDa
b
<=TcAlr_longa
31 kDa g
17 kDa%

Fonte: O autor

1.4.3 Recuperacdo da TcAlr_longa a partir da fracdo insolavel

A fracdo insolavel obtida a partir da expressao foi solubilizada em tamp&o A com 8 M de
ureia para a desagregacao das proteinas. A Figura 14 mostra o SDS-PAGE (12%) das fragdes da
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cromatografia realizada por gravidade; o gel revela que a TcAlr_longa foi eluida no tampédo A

contendo 500 mM de imidazol e 2 M de ureia.

Figura 14: SDS-PAGE (12%) da cromatografia de afinidade em resina de niquel por gravidade. Raia M: marcador
de massa molar. Raias 1: amostra antes da purificagdo. Raias 2-12: fracdes eluidas com 500 mM imidazol e em 2 M
de ureia.
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Fonte: O autor

Apbs a purificacdo, o reenovelamento in vitro foi realizado em varios passos de dialise
para retirada gradativa da ureia. Inicialmente, a concentragdo de ureia era de 2 M, 0s passos
seguintes implicaram reduzi-la de 0,5 em 0,5 M até a concentracdo de 0,5 M, a partir do que foi-
se reduzindo a concentracdo sequencialmente pela metade, até que esta ficasse desprezivel. Todo
0 processo de reenovelamento foi realizado a temperatura constante de 4 °C e sob agitacdo lenta
a fim de diminuir a cinética e com concentracdo da proteina a 0,1 mg mL™ para minimizar a
formacéo de agregados devida a alta concentracéo.

Para a composi¢do do tampdo de didlise, realizou-se primeiramente um estudo acerca da
estrutura da alanina racemase de outros organismos (CONTI et al., 2011) a fim de analisar a
localizag&o do sitio ativo e a interacdo do PLP na estrutura. Observou-se que o cofator se localiza
na interface dos mondmeros e esta ligado covalentemente a enzima, por isso, adicionou-se PLP
até 2 mM ao tampdo, com a intencdo de facilitar a dimerizacdo. Na sequéncia de amino&cidos da
TcAlr_longa foram detectadas 9 cisteinas (Figura 15), mas a quantidade de cisteinas destas varia

de 1 a 7 nas homologas, embora, como relatado, elas ndo apresentem pontes dissulfeto
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(SCALETTI; LUCKNER; KRAUSE, 2012), entdo, para evitar a formacdo de ligaches
indesejadas, adicionou-se ao tampao de dialise 20 mM de B-mercaptoetanol.

Figura 15: Sequéncia de aminodacidos da TcAlr_longa com 388 aminoacidos destaque para as 9 cisteinas.

1 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80
TcAR longa MRHSTYVEVFLRNIAYNVECIRRIAGKAELIPMVKGNAYGHGMGRVSEYLHNACGVHKFGVASLGEALELIESQPSIAEK 80

g0 95 100 105 110 115 120 125 130 135 140 145 150 155 160 165
AQNEIF\’FSDTEVLNEC—RQSYYQPXGRWAVRLTPILGTL[’QLKAFCASNAFNNSKLCLKLETGMNRLGLRFDELEEAVPILKQRGGVDL 169

170 175 180 185 190 195 200 205 210 215 220 225 230 235 240 245 250 255
L;QHFGrAGsv:RLAETLNHYEAFKKAKKFLHDSG\:EVRATSVSNSGAU:QRI('.LEETYIRPGIMLYGPRSVTSKNLWNGKEASR?YTK 258

260 265 270 275 280 285 290 295 300 305 310 315 320 325 330 335 340 345
VLHHFPLRKGEGVGYDLTPVKADSVIVMLPIGYADGFLCTYKGMPINVTPEDAAEPTIIGTVHGRINMDMAAVVVYPEEVGKNIGNIMARA 347

350 355 360 365 370 375 380 385

VEKESRIRVWGDDIEEKAVSVGAIPHQLTCGLSIRVPRIYM 388

Fonte: O autor

1.4.4 Ensaio enzimatico

A comparacéo da atividade da proteina expressa na fracdo soltvel apés a purificacdo com
a da proteina insolavel purificada e reenovelada in vitro, foi realizada para analisar se apés o
processo de reenovelamento a proteina apresentava atividade. A Figura 16 mostra que em ambos
0s ensaios houve aumento da absorbancia em 340 nm, caracteristico de funcionalidade da
proteina; observa-se, todavia, uma diferenca entre as hipérboles apesar de se usar a mesma
concentracdo das enzimas para o0 ensaio, assim, hipotetiza-se que ndo deve haver exatamente a

mesma concentracdo de substrato em ambos os ensaios.
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Figura 16: Ensaio enzimatico comparando as atividades de TcAlr_longa.
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Fonte: O autor

1.4.5 Dicroismo circular (CD)

Para a analise do contetdo de estruturas secundarias da TcAlr_longa reenovelada
realizou-se um ensaio de CD da amostra. A Figura 17 (A) compara a proteina ap6s o
reenovelamento e em presenca de 8 M de ureia. Observa-se que na presenca de ureia a proteina
ndo apresenta sinal de dicroismo, caracterizando um estado sem estrutura secundaria. Ja no
espectro apds a retirada total da ureia, ha um minimo mais evidente por volta de 222 nm e outro
menos evidente por volta de 208 nm, ou seja, a proteina reenovelou-se. Espectros que
apresentam minimos nesses comprimentos de ondas sdo caracteristicos de proteinas que
apresentam estrutura secundéria de hélices-a e fitas-f na mesma propor¢ao (KELLY; PRICE.
2000).

Os trés programas do pacote CDpro, em média, indicaram que a proteina TcAlr_longa é
constituida de 13,3% de hélice-a regular e 14,3% fita-p3 regular, Tabela 2. Com uma analise das
estruturas de alaninas racemases homologas, observou-se que € caracteristico dessas proteinas
uma mistura de estruturas secundarias hélice-a e fita-p em média em quantidades proporcionais
(CONTIl et al., 2011).
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Tabela 1: Estimativas de estruturas secundarias obtidas pelos programas CONTINLL, SELCON3, CDSSTR.

Estruturas secundarias |[CONTINLL | SELCON3 | CDSSTR MEDIAzDP

Hélices-a (regulares) (%) 13 13 14 13,3+0,8
Hélices-a (desordenadas) (%) 10 11 11 10,6+ 0,5
Fitas-f (regulares) (%) 15 13 15 14,3+0,9
Fitas-p (desordenadas) (%) 10 9 10 9,6+0,8
Loops (%) 28 29 29 28,610,4
Desordenadas (%) 21 23 21 21,6+0,9

Fonte: O autor

DP: Desvio padréo

Realizou-se também um estudo de desnaturacdo térmica da proteina reenovelada. A
Figura 17 (B) mostra um grafico sobreposto dos espectros de dicroismo da proteina em
temperaturas de 10 °C até a 98 °C, variando-se no intervalo de 10 °C (exceto a ultima). Apos o
aquecimento, houve o resfriamento gradativo da proteina até a temperatura de inicio, 10 °C, em

que houve uma nova leitura.

Figura 17: (A) Espectro de CD da TcAlr_longa reenovelada. (B) Espectro de CD da TcAlr_longa reenovelada em
varias temperaturas.
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Fonte: O autor

Pode-se afirmar que, mesmo com o aumento da temperatura até 98 °C, a proteina
apresenta estrutura secundaria, com resisténcia a desnaturacdo térmica, 0 que é caracteristico
para as alaninas racemases (YOSHIMURA,; ESAKI; SODA, 1992; YOKOIGAWA et al., 1993).

O resultado da atividade, somado ao da espectroscopia CD, indicam que o protocolo de
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reenovelamento foi realizado com sucesso.

O desenvolvimento do protocolo de recuperacao da TcAlr_longa do precipitado permite a

recuperacdo da proteina da fracdo insoltvel e pode auxiliar na busca de inibidores especificos.

1.4.6 Modelagem por homologia

Foi encontrado um total de 11 sequéncias similares, que estdo descritas na Tabela 3. O
grau de identidade com a de TcAlr_longa foi entre 24 e 27%; segundo SANTOS FILHO e

ALENCASTRO, (2003), para a construcdo do modelo por homologia, pode-se utilizar

sequéncias com identidade acima de cerca de 25 %.

Tabela 2: Lista de moldes para a modelagem por homologia.

Cddigo do _ )
PDB Resolucéo (A) Organismo Identidade (%) | Cobertura (%)
2DY3 2,10 Corynebacterium glutamicum 26 94
3HAL 1,95 Bacillus anthracis 27 99
1IXQK 1,90 Geobacillus stearothermophilus 27 99
2VD9 1,47 Bacillus anthracis str. ames 27 99
3COs8 2,10 Oenococcus oeni 26 95
1XFC 1,70 Mycobacterium tuberculosis 26 72
3E5P 1,90 Enterococcus faecalis 27 98
1RCQ 2,50 Pseudomonas aeruginosa 27 97
1VFH 1,45 Streptomyces lavendulae 25 98
3B8U 2,00 Escherichia coli K-12 25 84
20DO 2,40 Pseudomonas fluorescens 24 93

Fonte: O autor

O alinhamento entre as sequéncias selecionadas estd apresentado na Figura 18. Os

residuos que fazem parte do sitio catalitico da TcAlr_longa sdo Argl45, Arg230, Phe273,

Met325 e Asp326 e estdo indicados por retangulos azuis vazados. A Lys35, indicada pelo

retdngulo rosa vazado, € o residuo que inicia a catalise da enzima e é possivel observar que é

conservada entre 0s organismos.
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Figura 18: Alinhamento da sequéncia de aminodcidos entre as Alrs de T. cruzi, P. aeruginosa, S. lavendulae, M.
tuberculosis, G. stearothermophilus, C. glutamicum, P. fluorescens, E. coli, O. oeni, E. faecalis, B. anthracis. Os
residuos estdo coloridos de acorodo com convencdo de Alscript calcons. Em vermelho estdo as fitas-B, em azul
hélices-a e em verde hélices 340 e w. O retangulo rosa vazado indica o residuo que inicia a catalise e os retangulos
azuis vazados indicam os demais residuos do sitio ativo.
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Fonte: O autor

O modelo gerado por homologia selecionado foi aquele que apresentou o valor de Dope
escore mais negativo (-42254,1), representando menor energia e maior estabilidade, e que
também ndo apresentou residuos do sitio ativo em regides proibidas no grafico de
Ramachandran. O modelo final esta apresentado na Figura 19 (A), gerado com o cofator PLP no
sitio ativo. A Figura 19 (B) mostra as interagdes do cofator com os residuos da estrutura gerada.

O grafico de Ramachandran estd mostrado na Figura 20 e os indices listados na Tabela 4.
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Figura 19: (A) Modelo por homologia da TcAlr_longa, em azul o0 monémero A, em verde o mondmero B e em
vermelho o cofator. (B) Interacdes entre o PLP e os residuos da cadeia A.

Ser 215(A)

o1
Gly232(A
5

%;;:;A’

o \
Ile 233(A) &
"

Fonte: O autor.

Figura 20: Gréfico de Ramachandran para o modelo por homologia da TcAlr_longa. Em vermelho, amarelo escuro,
amarelo claro e branco estdo representadas as regides favoraveis, adicionalmente permitidas, generosamente

permitidas e proibidas, respectivamente.
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Tabela 3: Porcentagem dos residuos em cada regido do grafico de Ramachandran.

Grafico de Ramachandran Residuos (%) TcAlr_longa
Regides permitidas energeticamente 82,9
Regibes adicionalmente permitidas 14,0
Regides generosamente permitidas 1,5
Regides proibidas 1,7

Fonte: O autor

A estrutura de TcAlr_longa com 388 residuos obtida por modelagem foi submetida ao
banco de dados PDBsum (Figura 21). Os resultados para os elementos de estrutura secundaria
indicaram que o monémero de TcAlr_longa é composto por 32,47% de hélices-a, 14,43% de
fitas-p ¢ 53,1% de desordem ("loops" e "turns").

Figura 21: Topologia da estrutura de TcAlr_longa predita pelo banco de dados PDBsum. As fitas-p e hélices-a estdo
representadas em rosa e vermelho, respectivamente, as regides N- e C- terminal estdo ilustradas em amarelo claro.

Fonte: O autor
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1.5 Conclusoes

A expressao heteréloga da TcAlr longa com “his-tag” utilizando o sistema E.coli BL21
(DE3) GroEL quanto em E.coli BL21 ArcticExpress representou uma dificuldade inicial para o
desenvolvimento do trabalho, uma vez que néo foi possivel obter proteina solivel em quantidade
necessaria para a realizar ensaios de cristalizag&o.

Andlise por DLS revelou que a TcAlr_longa superexpressa apresentava extensa
agregacdo em solucdo apesar de ja relativamente diluida e isso justificaria o fato do
aparecimento de precipitado durante a concentragdao. Por outro lado, apds a remocao da “his-
tag”, ndo houve aparecimento de precipitados ¢ andlises por SDS-PAGE (12%) e dosagem
proteica do concentrado confirmaram que a remocao da tag foi essencial para obter a proteina em
maior concentracdo. Devido ao alto custo da protease e por entender que Varios passos de
manipulacdo da proteina levam a perda de rendimento, é possivel dizer que para viabilizar
ensaios de cristalizacdo a proteina devera ser expressa sem a "his-tag”.

No entanto, para estudos que ndo demandam proteina em alta concentragdo, a construcdo
com “his-tag” pode ser uma abordagem utilizada, jA que se desenvolveu um protocolo de
recuperacdo da proteina a partir da fracdo insoltvel.

Anélises por dicroismo circular e ensaio enzimatico indicaram que o protocolo para o
reenovelamento “in vitro” foi realizado com sucesso € a cauda de histidina ndo interferiu no
reenovelamento e na atividade da enzima. Considerando-se gque esta enzima ndo esta presente em
humanos e ja é alvo para desenvolvimento de antibi6ticos para as bactérias Escherichia coli e
Bacillus subtilis, o protocolo desenvolvido para o reenovelamento da proteina podera auxiliar em
futuros trabalhos que busquem inibidores especificos para enzima TcAlr_longa.
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2.1 Introducao

2.1.1 Naegleria gruberi

N. gruberi é uma ameba pertencente ao filo Percolozoa, que teve seu genoma
sequenciado por FRITZ-LAYLIN et al., (2010). E heterotr6fica de vida livre, encontrada em
ambientes aerdbios, dgua doce e solos Umidos (FULTON, 1970, 1993; DE JONCKHEERE,
2002).

Em seu ciclo de vida (Figura 22 (A)), apresenta uma forma predominante, que é a
ameboide (Figura 22 (B)), na qual, mede cerca de 15 um e pode se reproduzir a cada 1,6 h,
quando se alimenta de bactérias, mas quando entra em contato com o solo ou um liquido, como
agua, e tem a sua fonte de alimento retirada, sofre transformacdo para a forma flagelada (Figura
21 (C)) (FULTON, 1993). Esta forma, por sua vez, auxilia na locomocao para um local mais
favoravel. Curiosamente, ndo persiste nesta forma, voltando a ser ameboide em questdo de horas,
possivelmente devido ao fato de que pode se alimentar e reproduzir apenas enquanto esta nesta
forma. Ha outra forma, ndo ativa, que N. gruberi assume, conhecida como de cisto
(CARPRETTE, 2007; RODRIGUEZ-EZPELETA et al., 2007; FRITZ-LAYLIN et al., 2010).

Figura 22: (A) Ciclo de vida da N. gruberi. (B) Forma ameboide. (C) Forma flagelada.
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Fonte: Adaptado de CARPRETTE, 2007 e FRITZ-LAYLIN et al., 2010.
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Ha mais de cem espécies de Naegleria, mas apenas trés sdo patogénicas (Centro de
Controle e Prevencdo de Doencas, 2008). N. gruberi ndo é patogénica, mas apresenta
caracteristicas semelhantes as de Naegleria fowleri, que, embora viva livremente em agua doce
aquecida, € um agente patogénico oportunista que pode causar Meningoencefalite Amebiana
Primaria (MAP), fatal em humanos (VISVESVARA et al., 2007). Detectada pela primeira vez
em 1965 por Fowler e Carter na Austrélia, esta ameba é adquirida atraves das vias aéreas durante
a natacdo ou por meio de inalagcdo de cisto durante tempestades de poeira. A ameba invade o
cérebro e leva a inflamacdo e dano tecidual. Entre os sintomas estdo febre, dor de cabeca,
anorexia, nauseas, vomitos e sinais de irritacdo meningea. Dependendo do estado fisiologico de

acolhimento do infectado, em cerca de 70 h apds o inicio dos sintomas, ele (a) € levado & morte.

O estudo de microorganismos eucarioticos primitivos € essencial para melhor
compreensdo da evolucdo dos eucariotos. N. gruberi € uma ameba primitiva e o sequenciamento
do seu genoma revelou uma alta similaridade com organismos evoluidos (FRITZ-LAYLIN et al.,
2010). Segundo BABAI et al., (2010), uma via metabolica de interesse para o estudo evolutivo é
a via glicolitica, por ela ser altamente conservada entre as espécies; por isso, a caracterizacao
estrutural e funcional de enzimas chave dessa via contribuira para a melhor compreensdo do
metabolismo eucariotico primitivo (FRITZ-LAYLIN et al., 2010).

A gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase é uma das enzimas que participada via
glicolitica. Estudos indicam que os dominios cataliticos desta proteina nos eucariotos e
procariotos apresentam 60% de identidade, por isso, 0s genes desta enzima sdo frequentemente
usados como marcadores filogenéticos (CANBACK et al., 2002; IDDAR et al., 2005; BUHAY
et al., 2007), além de auxiliar no estudo de genética, expressdo e regulacdo, e podem descrever as
posicdes taxondmicas de diversas espécies em diferentes niveis (LAWRENCE et al., 1991;
SCHLAEPER; ZUBER 1992; LIAUD et al., 1994; BROWN et al., 2000; DHEDA et al., 2004;
RUBIE et al., 2005).

2.1.2 Gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (GAPDH)

Gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (GAPDH) (EC 1.2.1.12), da classe das enzimas
oxidorredutases, catalisa a sexta etapa da via glicolitica. A sua acdo € a conversdo do
gliceraldeido-3-fosfato (G3P) em 1,3-Bifosfoglicerato (BGP) na presenca do cofator
nicotinamida adenina dinucleotideo (NAD™") (BAKER et al., 2014).
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O mecanismo de a¢do da GAPDH inicia-se com o ataque do grupo sulfidrila da cisteina
catalitica a carbonila do grupo aldeido do gliceraldeido-3-fosfato, resultando em um hemiacetal.
(Figura 23 (A)). Em seguida, o hemiacetal sofre oxidaco pela acdo do NAD", que se reduz a
NADH (Figura 23 (B)). Na ultima etapa ocorre o ataque nucleofilico do fosfato inorganico ao

tioéster, restaurando a sulfidrila da cisteina (Figura 23 (C)).

Figura 23: Esquema do mecanismo de acdo da GAPDH. (A) formacdo do hemiacetal; (B) oxidacdo do hemiacetal;
(C) formacéo do 1,3-bifosfoglicerato (BPG).
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Fonte: O autor

Além de seu papel na via glicolitica, a GAPDH ¢é uma proteina com multiplas func@es; ha
evidéncias de sua participacdo no desenvolvimento de retinopatia diabética (KANWAR,;
KOWLURU, 2009), autofagia celular, regulacdo do gene da histona, sinaliza¢éo celular mediada
pelo receptor, apoptose e resposta ao estresse oxidativo, entre outras (SAWA et al., 1997;
SIROVER, 1997). Além disso, estudos apontam que essa enzima pode estar envolvida em varias
doengas neurodegenerativas (por exemplo, mal de Alzheimer (BUTTERFIELD; HARDAS;
LANGE, 2010), mal de Parkinson e doenca de Huntington), cancer de prostata e disturbios
metabolicos (BERRY, 2004).

A GAPDH ¢é altamente distribuida na natureza em uma variedade de espécies, como de
bactérias, animais, etc. (FOTHERGILL-GILMORE; MICHELS 1993). E encontrada

principalmente no citosol e em algumas organelas (por exemplo, cloroplastos). Devido a seu
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papel fundamental no metabolismo energético, sua abundancia, seu facil preparo e sua
conservacao notavel durante a evolucdo, esta enzima tem sido bem caracterizada.

Na literatura, h& descricdo de estruturas tridimensionais, depositadas no Protein Data
Bank (PDB), de 39 organismos, entre eles, por exemplo: T. cruzi (glicosomal) (Codigo PDB
4LSM) (LADAME et al., 2003), Trypanosoma brucei (glicosomal) (Codigo PDB 4P8R)
(VELLIEUX et al., 1993), Leishmania mexicana (glicosomal) (Cdédigo PDB 1GYP) (KIM et al.,
1995), Homo sapiens (Codigo PDB 1ZNQ) (ISMAIL; PARK, 2005), Oryza sativa (Codigo PDB
3E6A) (TIEN et al., 2012), Saccharomyces cerevisiae (Codigo PDB 3PYM), Homaurs
americanus (Codigo PDB 1GPD) (MORAS et al.,, 1975) e Escherichia coli (Cdodigo PDB
1GAD) (DUEE et al., 1996).

A partir da anélise das estruturas, € possivel afirmar que a GAPDH é uma proteina
multimérica com massa molecular nativa entre 140 e 200 kDa composta por quatro monémeros
idénticos de aproximadamente 35 a 50 kDa (ISMAIL; PARK, 2005) (Figura 24). Cada
subunidade da enzima é formada por dois dominios, um para a interagio com o NAD" e outro
denominado dominio catalitico (HARRIS; WATERS, 1976). O enovelamento dessa enzima é
conhecido como de Rossmann, ja que a regido central apresenta uma folha-f pararela torcida
rodeada por hélices-a em ambos os lados (SEIDLER, 2013).

Figura 24: Representacdo da estrutura de GAPDH de Homo sapiens (codigo PDB 1ZNQ). A estrutura apresenta
quatro mondmero idénticos com massa molecular de 35 kDa, representados por cores distintas.

Fonte: ISMAIL; PARK, 2005.
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A caracterizacdo enzimatica dessas enzimas revela que o pl estd entre 4,25 e 9,1, a
temperatura 6tima entre 25 e 87 °C e o pH 6timo entre 7 e 10, além de serem proteinas com
regulacdo alostérica, cuja propriedade cooperativa da ligacdo do cofator depende do organismo
estudado (LEVITZKI, 1974; YUEQUAN; SHIYING; ZHENGJIONG, 2000).

Os tripanosomatideos sdo altamente dependentes da glicolise como fonte de energia e
essa grande dependéncia faz das enzimas glicoliticas alvos plausiveis para o desenvolvimento de
novos agentes quimioterapicos (GUIDO et al., 2010, DIAS; DESSOY, 2009). Um desses alvos é
a enzima gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase, por esse motivo foram desenvolvidos inibidores
especificos para GAPDH de T.cruzi, L. mexicana e T.brucei (GUIDO et al., 2008); além disto, é
considerada potencial alvo para o desenvolvimento de inibidores especificos para o tratamento
da MAP (ONDARZA, 2007).

Atualmente existem varios inibidores especificos para a GAPDH descritos na literatura.
Em um apanhado geral, os inibidores encontrados sdo de origem natural e sintética, e apresentam
boa diversidade quimica (Figura 24). Quanto aos de origem natural, destacam-se cumarinas
(Figura 25 (A) e (B)), flavondides (Figura 25 (C)) e acidos anacéardicos (Figura 25 (D)), quanto
aos de origem sintética, destacam-se os derivados de nucleosideos (Figura 25 (E)) e os
complexos doadores de NO (Figura 25 (E)) (DIAS; DESSQY, 2009).

Figura 25: Inibidores de origem natural (A, B, C e D) e sintética (E e F) da enzima GAPDH de T. cruzi (PDB
3DMT).

A B C 0
R2 R1 s ‘

N o]
R3 o o 0

Fonte: Adaptado de DIAS; DESSQY, 2009.
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Estudos relatam que a GAPDH desempenha um papel fundamental para a sobrevivéncia de
microorganismos patogénicos e por isso ha 38 estruturas de GAPDHs determinadas, no entanto,
pouco se sabe da estrutura das GAPDH's de organismos eucarioticos primitivos. Em fungéo dos
estudos realizados previamente e das informacdes publicadas sobre N. gruberi, propomos a

caracterizacdo estrutural e funcional da primeira GAPDH pertencente ao filo Percolozoa.
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2.2. Objetivos especificos

- Estabelecer as condi¢des para producdo da NgGAPDH de forma heter6loga em E. coli;

- Determinar os parametros cinéticos da enzima NgGAPDH;

- Estabelecer as condicGes de cristalizacdo da NgGAPDH para a determinacdo da
estrutura tridimensional por difragdo de raios-X;

- Realizar anélise da estrutura obtida por cristalografia;

- Comparar a estrutura obtida com as demais GAPDHs disponiveis no PDB.
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2.3 Materiais e Métodos
2.3.1 Obtencéo do Clone Contendo o0 Gene da NgGAPDH

Realizou-se um estudo para decidir qual plasmideo seria utilizado para a expressdao da
NgGAPDH. Os fatores levados em consideracdo no estudo foram: i) quais enzimas de restricdo
ndo clivavam a sequéncia de nucleotideos do gene da NgGAPDH (com auxilio do programa
BioEdit v.7.2.5) e fossem compativeis com a regido de mdaltipla clonagem do plasmideo e ii)
expressdo de “his-tag” no N-terminal clivdvel por Trombina. Apds a escolha, encomendou-se a
preparacdo do plasmideo com o inserto junto a empresa Genscript. Com este recebido, realizou-
se a inser¢do em E. coli. BL21(DE3) por eletroporagéo.

2.3.2 Expressao

Os testes de expressdo da proteina NgGAPDH foram realizados com concentracdes 0,1,
0,2,0,3,04,05e1mMde IPTG, durante 4 e 16 h, em temperatura de 37 e 20 °C. A cultura
crescida em cada condicao distinta foi submetida a lise por sonica¢do com 4 pulsos de 1 min e
intervalos de descanso em gelo de 1 min entre os pulsos. O lisado foi centrifugado a 20000 x g
por 30 min a 4 °C, separando-se a fracdo sollvel (sobrenadante) da insolUvel (precipitado).

Todos os passos foram analisados por SDS-PAGE (12%).
2.3.3 Purificacéo

A fracdo solGvel foi submetida a duas etapas de purificagdo no cromatdgrafo Akta
Purifier (GeHealthcare Life Sciences). A primeira etapa compreendeu a cromatografia por
afinidade a niquel em 1 mL de resina (HisTrap HP—GE Healthcare Life Sciences). A coluna foi
previamente equilibrada com 2 VC de tampdo Al (20 mM fosfato de sédio pH 8,0, 500 mM
NaCl, 10 mM imidazol), o que foi seguido da aplicacdo da fracao soltvel e lavagem com 35 VC
de tampédo B1 (20 mM fosfato de sédio pH 8,0, 500 mM NaCl, 20 mM imidazol) e por altimo
um gradiente com o tampdo C1 (20 mM fosfato de sodio pH 8,0, 500 mM NaCl, 500 mM
imidazol). Durante a cromatografia manteve-se fluxo de 1 mL min™ e fracdes de 1 mL foram
coletadas por tubo. As fracOes eluidas contendo a NgGAPDH foram reunidas, submetidas a uma
dialise durante 24 h contra o tamp&o D1 (20 mM Tris-HCI pH 8,0, 500 mM NaCl, 2 mM NAD")
e concentradas por ultrafiltracdo com filtros Amicon-ultra/10.000 MWCO (Millipore).
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Na segunda etapa de purificacdo realizou-se a cromatografia por exclusdo por tamanho
em 75 mL de resina (Superdex™ 75 HR 10/30 GE Healthcare). A coluna foi previamente
equilibrada com 2 VC com o tampao D1 e, apds, foi aplicada a solucdo proteica seguida de 1 VC
de eluicéo pelo tamp&o D1. Durante a cromatografia manteve-se fluxo de 0,5 mL min™ e fracées
de 500 pL foram coletadas por tubo.

Na terceira etapa da purificacdo realizou-se uma cromatografia por afinidade a niquel em
1 mL de resina (HisTrap HP-GE Healthcare Life Sciences). A coluna foi previamente
equilibrada com 2 VC de tamp&o A2 (20 mM Tris-HCI pH 8,0, 500 mM NaCl, 2 mM NAD"), o
que foi seguido da aplicagdo da amostra sem a “his-tag” e lavagem com 35 VC de tampao A2 e,
por Ultimo, um gradiente com o tampédo B2 (20 mM Tris-HCI pH 8,0, 500 mM NaCl, 2 mM
NAD*, 500 mM imidazol). Durante a cromatografia manteve-se fluxo de 1 mL min™ e fragdes de
1 mL foram coletadas por tubo. As fracdes eluidas contendo a NgGAPDH foram reunidas,
submetidas a uma dialise durante 24 h contra o tamp&o A2 e concentradas por ultrafiltracdo com
filtros  Amicon-ultra/10.000 MWCO (Millipore). As fracdes eluidas das trés etapas de
purificagdo foram analisadas por SDS-PAGE (12%).

2.3.4 Remocao da “his-tag”

Com a solugdo de proteina purificada apds as duas primeiras etapas de purificacao
realizou-se a clivagem da “his-tag” da por¢ao N-terminal com Trombina. O kit utilizado foi da
Sigma, Recomt-1Kt, Clean-Cleave™ kit, Nimero do lote SLBC7066. O procedimento foi
seguido conforme a descricdo do fabricante.

2.3.5 Dosagem de proteina

A dosagem de proteina foi realizada como descrito no item 2.3.4.

2.3.6 Estudos cinéticos

Estudos cinéticos foram realizados por meio de medidas de absor¢cdo a 340 nm para
monitorizar a concentracdo de NADH a 25 °C durante 10 minutos num espectrofotémetro
(Varian Cary 50) (BARBOSA; NAKANO, 1987); todas as medidas foram feitas em triplicatas.
Em todos os ensaios, a mistura da reacdo continha (concentragdes em um volume final de 500
uL): tampédo (50 mM Tris-HCl, 1 mM acido etilenodiaminotetracético (EDTA), 1 mM J-
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mercaptoetanol, NAD" e arsenato em diferentes concentragdes), 0,1 pg mL™ de enzima e a
reacao iniciava-se com adicao do substrato G3P em diferentes concentraces.

No ensaio inicial, a concentragdo de arsenato foi testada a 0,1, 0,2, 1, 2, 3, 5, 10, 15, 25,
30, 40 e 100 mM, enquanto que as concentracdes de NAD" e G3P foram sempre 2 e 5 mM,
respectivamente, e os outros componentes foram utilizados tal como descrito antes. O papel do
arsenato no ensaio deve ser para inibir a reacdo inversa (SOUZA et al., 1998), embora ndo sendo
toxico para a enzima (NEMETI; GREGUS, 2009; GREGUS et al., 2009; BAYNES;
DOMINICZAK, 2015), por conseguinte, a sua concentragdo 6tima permite levar a cabo o ensaio,
com melhor eficiéncia.

Com a concentragdo 6tima de arsenato, o pH 6timo foi determinado, ensaiando-se em 6,0,
6,4,6,8,7,0,74,7.8,8,0,84,8,8,9,0, 9,4, 9,8 e 10 em tampdes diferentes (Tris, glicina e MES),
e a temperatura 6tima, ensaiando-se em 10,0, 15,0, 20,0, 25,0, 30,0, 35,0, 37,0 e 40 °C, para o
gue a mistura foi incubada durante 5 min para estabelecer um equilibrio térmico prévio.

Finalmente, para a determinacdo dos parametros cinéticos, foram usadas a concentracdo
6tima de arsenato, o pH 6timo e a temperatura 6tima. Para G3P, a sua concentra¢do foi variada
de 0,05 mM a 0,2 mm enquanto a concentra¢do de NAD" foi mantida a 5 mM. Para NAD", a sua
concentracdo foi variada 1,6-7,5 mM, enquanto que a concentracdo G3P foi mantida constante a
1 mM. As velocidades iniciais foram estimadas com o programa Dynafit (KUZMIC, 2009).
Coeficientes de Hill, K e vy foram estimados com o programa SigrafW (LEONE et al., 2005).

2.3.7 Ensaios de cristalizacéo

A proteina NgGAPDH pura e previamente concentrada a 10 mg mL™ foi submetida aos
ensaios de cristalizacdo. O método utilizado foi difusdo de vapor em gota suspensa (RUPP,
2009) em placas de cristalizagéo de 24 pogos, com 500 uL de solu¢do no pogo; cada gota foi
montada com 2 pL da solugdo do poco e 2 uL da solucao de proteina em tampao 20 mM Tris-
HCI pH 8,0, 500 mM NaCl e 25 mM NAD". Aproximadamente 800 condigdes de cristalizacio
foram realizadas a fim de se obter cristais com qualidade suficiente para a determinacdo da
estrutura tridimensional. Os Kits utilizados para os ensaios foram Morpheus, Midas, JCSG
Screen, Clear Strategy Screen e PGA Screen, todos do fabricante Molecular Dimensions, e o Kit

Pi-PEG do fabricante Jena Biosciences.
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2.3.8 Coleta de Dados de Difragdo de Raios X

Os primeiros cristais obtidos foram submetidos ao feixe de raios X em presenca de
nitrogénio a temperatura de 100 K com comprimento de onda de 1,458 A no difratdmetro da
Bruker® Venture V8 da Universidade Federal do Parana, para confirmar que eram proteicos. Os
conjuntos de dados foram obtidos a partir de cristais de NgGAPDH submetidos ao feixe de raios
X em presenga de nitrogénio a temperatura de 100 K com comprimento de onda de 1,458 A na
linha W01B-MX2 do Laboratério Nacional de Luz Sincrotron (LNLS) utilizando um detector
PILATUS 2M (Dectris), com oscilacdo do cristal por imagem de 1°, distancia de 130 mm e
tempo de exposicdo por imagem de 5,2 s. Os cristais foram montados em loops e as condig¢des de
cristalizacdo eram crioprotetoras porque tinham PEG em quantidade suficiente. Outros dois
conjuntos de dados foram coletados no Instituto de Fisica de Sdo Carlos com o difratbmetro
Rigaku RAXIS-IV++, cujos parametros foram: oscilagdo do cristal por imagem de 1° com

distancia de 180 mm e tempo de exposi¢do por imagem de 6 min.

2.3.9 Processamento de Dados de Difracdo de Raios X

Apos a coleta dos dados de difracdo de raios X, as imagens foram processadas, integradas
e escalonadas com os programas xds e xscale (KABSCH, 1994).

2.3.10 Substituicdo molecular

Com a ferramenta BLAST do website National Center for Biotechnology Information
(NCBI) foram identificadas estruturas do Protein Data Bank (PDB) que apresentavam maior
similaridade e identidade com a sequéncia de aminoacidos da proteina NgGAPDH. Para a
preparacdo do modelo foi utilizado o programa Chainsaw (STEIN, 2008) e para encontrar as
rotaces e translagcdes das moléculas foi utilizado o programa Phaser (McCOY et al., 2007).

2.3.11 Refinamento da Estrutura
A estrutura de NgGAPDH foi modelada e refinada atraves de um processo interativo com

0s programas Coot (EMSLEY; COWTAN, 2004) e Phenix.refine (AFONINE; GROSSE-
KUNSTLEVE; ADAMS, 2005).
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2.3.12 Validacéo da estrutura

O modelo final da NgGAPDH foi validado pelos programas Procheck (LASKOWSKI et
al., 1993), Molprobity (CHEN et al., 2010), ValidationPDB (WESTBROOK et al., 2003) e
Moleman2 (KLEYWEGT, 1996).

2.3.13 Anélises e comparactes

A estrutura da NgGAPDH foi submetida ao PDBsum a fim de analisar e representar o
contetido de estruturas secundérias e sua topologia. A selecdo das estruturas para as analises e
comparacOes com a de NgGAPDH foi baseada nas constantes no banco de dados HOMSTRAD
(MIZUGUCHI et al., 1998). O alinhamento da sequéncia de aminoacidos entre as estruturas
selecionadas e a NgGAPDH foi realizado com o programa T_cofeee3D, a visualizacdo do
alinhamento se deu pelo programa ALINE, as estruturas secundarias foram estimadas pelo
programa DSSP e o fundo da figura do alinhamento foi colorido de acordo com a convengéo de
Alscript Calcons.

Com o intuito de gerar um alinhamento entre todas as GAPDHs com estruturas
cristalogréficas conhecidas, a sequéncia da NgGAPDH foi submetida aos servidores PDBFold e
DALI (HOLM; ROSENSTRON, 2010). A analise da superficie de potencial eletrostatico foi
realizada pelo programa AMBER (Assited Model Building and Energy Refinement) (CASE et
al., 2016) através do servidor PDB2PQR Version 2.0 que utiliza o programa APBS (Adaptive
Poisson-Boltzmann Solver) (BACKER et al., 2001). O estudo evolutivo foi realizado com o
auxilio do programa ConSurf (ASHKENAZY et al., 2016). As figuras foram produzidas pelo
programa PyMOL e a das interagcGes com o ligante pelo programa LIGPLOT v.4.5.3.

2.3.14 Estudos por dinamica molecular

A estrutura com Asn145 no rotamero observado “t” (LOVELL et al., 2000), as mutadas para
Ser145 e as formas holo e apo da proteina foram submetidas as analises por dinamica molecular.
A forma apo foi estudada a partir da forma holo sem o cofactor. Inicialmente, com o médulo
LeaP (SCHAFMEISTER et al., 1995) do Amber, a proteina foi imersa em uma caixa contendo
moléculas de agua tipo TIP3P (JORGENSEN et al., 1983). A extensdo da caixa implicou numa
distancia minima de 12 A de qualquer borda e ions foram adicionados para neutralizar o sistema.
Os parametros foram obtidos a partir do campo de forga ff14SB (MAIER et al., 2015).
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As estruturas foram submetidas ao Sander do pacote do Amber. Inicialmente, o sistema foi
submetido uma minimizacdo com fortes restricdes sobre a proteina até a convergéncia. A
molécula foi aquecida até 300 K por 50 ps com fracas restrigdes sobre a proteina, o que foi
seguido de uma rapida dindmica durante 50 ps e, apds, a dindmica produtiva, sem restri¢oes,
durante 2000 ps. Em todos os casos, um corte de 12 A de distancia foi mantido para célculo das
interacOes. A trajetoria foi registrada a cada 2 ps, gerando no total 1000 registros. As simula¢Ges
foram realizadas com trés sementes randémicas diferentes (triplicatas). Os célculos do “Root-
mean-square deviation” (RMSD) e da correlacdo de movimentos foram realizados pelo Cpptraj

(ROE; CHEATHAM, 2013), os graficos de correlacdo foram gerados pelo GNUPLOT v. 4.6.



NgGAPDH — RESULTADOS E DISCUSSOES | 67
2.4 Resultados e Discussoes
2.4.1 Clonagem, Expresséo e Purificacéo
O gene codificante da NgGAPDH, que tem massa molecular de 36 kDa, com 333
aminoacidos e pl tedrico de 6,60, foi inserido no plasmideo pET15b e possibilitou a expresséo da
proteina com a “his-tag” no N-terminal, com a intencéo de facilitar a purificacdo, o esquema da

construcdo do gene no plasmideo esta representado na Figura 26.

Figura 26: Esquema da construcdo do gene da NgGAPDH no plasmideo de expressdo pET-15b.
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Fonte: O autor

A melhor condicédo de expressdo da proteina NgGAPDH foi em meio LB com ampicilina
100 pg mL™?, 0,5 mM de IPTG sob agitacdo de 150 rpm por 16 h a 37 °C. A anélise por SDS-

PAGE (12%) (Figura 27) da fracdo do meio de cultura sem inducdo e com inducdo revelou a



NgGAPDH — RESULTADOS E DISCUSSOES | 68

expressao da proteina de interesse, que se apresenta em maior concentracdo na fracdo soluvel
(MACHADO; SILVA; IULEK 2016).

Figura 27: SDS-PAGE (12%) referente a expressdo heter6loga da NgGAPDH. Raia M: Marcador massa molar. Raia
1: Fracdo sem inducdo. Raia 2: Fracdo total. Raia 3: Fracdo sollvel. Raia 4: Fracdo insolivel A posicdo apos
migracdo da NgGAPDH é indicada.

Fonte: O autor

Com a fracdo soluvel, deu-se seguimento a purificacdo. No cromatograma da purificacéo
por afinidade a niquel (Figura 28 (A)), observaram-se dois picos bem separados; a analise por
SDS-PAGE (12%) (Figura 28 (B)) revelou que a NgGAPDH foi eluida durante o gradiente (2°
pico) em aproximadamente 100-180 mM de imidazol, além de indicar que a proteina ndo estava
pura e, portanto, seria necessaria mais uma etapa de purificagéo.

Baseado nas informagdes da Figura 28 (B) optou-se por realizar a cromatografia por
exclusdo por tamanho. No cromatograma da purificagdo por exclusdo por tamanho (Figura 28
(C)), observaram-se dois picos bem separados e a analise por SDS-PAGE (12%) (Figura 28 (D))
do primeiro pico revelou fragbes puras da NgGAPDH. Considerando que para a cristalizacdo a
solucdo da proteina deve estar homogénea e que eventualmente a clivagem com Trombina pode

ndo apresentar eficiéncia de 100%, optou-se por introduzir uma ultima etapa de purificagdo e
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esta foi realizada ap6s a clivagem da “his-tag” da NQGAPDH, a fim de separar as proteinas sem
“tag” das que remanesceram com a “tag”.

O cromatograma por afinidade a niquel (Figura 28 (E)) mostra varios picos antes e
durante o gradiente de imidazol. A andlise por SDS-PAGE (12%) (Figura 28 (F)) revela a
presenca da NgGAPDH em todas as fragdes. A proteina eluida antes do gradiente era a de
interesse, porque ndo apresentava afinidade ao niquel devido & remogdo da “his-tag”. O
rendimento apds as etapas de purificacdo foi de 25 mg de proteina pura para cada litro de meio
de cultura (MACHADO; SILVA; IULEK, 2016).

A partir do perfil cromatografico da terceira etapa de purificacdo é possivel hipotetizar
que na solucdo ha a presenca de mais de um estado oligomérico da proteina; segundo SEIDLER,
(2013), a GAPDH pode se apresentar em mais que um estado oligomérico em solucgdo, ja; PARK

et al., (2009) afirma que a forma predominante em solucéo é a tetramérica.
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Figura 28: (A) Cromatograma da purificacdo por afinidade a niquel. (B) SDS-PAGE (12%), raia M, marcador de
massa molar, e a numeracdo das demais raias referem-se as fragdes da purificacdo por afinidade a niquel. (C)
Cromatograma da purificagdo por exclusdo por tamanho. (D) SDS-PAGE (12%), raia M, marcador de massa molar,
e a numeracgdo das raias referem-se as fracdes da purificacdo por exclusdo por tamanho. (E) Cromatograma da
purificacdo por afinidade a niquel apds a clivagem da “his-tag”. (F) SDS-PAGE (12%), raia M, marcador de massa
molar, e a numeracdo das demais raias referem-se as frages da purificacdo por afinidade a niquel apds a clivagem
da “his-tag”. A posi¢do ap6s migragdo da NgGAPDH ¢ indicada.
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Fonte: O autor.

2.4.2 Estudos cinéticos

A proteina com “his-tag” ndo revelou atividade frente ao substrato (dados ndo
mostrados). Os estudos cinéticos foram, entdo, todos realizados apds a remogao da “his-tag”.
Eles indicaram que a concentragdo 6tima de arsenato foi de 10 mM (Figura 29 (A)), embora se
verifigue que a concentracdo de 30 mM (BARBOSA; NAKANO, 1987) é habitualmente
utilizada, apesar de ndo ser determinada explicitamente. O pH 6timo foi de 8,0 (Figura 29 (B)), o
que esta de acordo com outras GAPDHSs, que variam de 7,0 a 10,0, com a maioria entre 8,0 € 9,0,
das quais podem-se destacar as de Homo sapiens, pH 8,0-8,3 (HEINZ; FREIMULLER, 1982);
Trypanosoma brucei, pH 8,0-8,5 (MISSET et al., 1987); Saccharomyces cerevisiae, pH 8,5
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(BYERS, 1982) e Pisum sativum, pH 8,5-9,0 (DUGGLEBY; DENNIS, 1982). A temperatura
Otima foi de 25 °C (Figura 29 (C)), o que é semelhante as de Oryctolagus cuniculus
(NALETOVA; MURONETZ; SCHMALHAUSEN, 2006) e
(ZAFFAGNINI et al., 2007), mas, diferente da de H. sapiens (MOUNTASSIF et al., 2009), que

apresenta uma temperatura 6tima de cerca de 43 °C. A temperatura observada para GAPDH

Arabidopsis  thaliana

pode estar relacionada com o habitat do organismo.

Figura 29: (A) Velocidades iniciais versus concentracGes de arsenato, de 0,1-100 mM. (B) Velocidades iniciais
versus diferentes valores de pH, de 6,0-10,0. (C) Velocidades iniciais versus diferentes temperaturas, de 10,0 -
40.0 °C. Os pontos sdo a média das triplicatas e as barras correspondem a +1 e -1 do desvio padréo.

A B C
0,045 - 0.10 0,10+
0,040
0035, * 0,08 0,084

_ 00304 7 _  ooe

'S 0,025 § g 0,06+ Z 008

£ 00251 £ £

= 0,020 s = 0,04

Eoms]t E 00 £

= = *°0,02-
0.010- s 0,02 :

0,005 0,00
0,000

— 77—
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100110
[Arsenato] (mM)

0,00 +—F7—+—
55 60 65 7,0 7,5 8,0 85 9,0 95 10,0105
pH

T T T T T
20 25 30 35 40

Temperatura (°C)

T T
10 15

Fonte: O autor

Os gréficos das velocidades iniciais versus as concentragdes iniciais de G3P e NAD"
(Figura 30 (A) (B), respectivamente) revelaram um comportamento sigmoidal, esperado para
enzimas alostéricas. Valores de Ky e Vmax, calculados por meio de graficos de Michaelis-Menten
ou Lineweaver-Burk, sdo reportados para inumeras GAPDHs (RYZLAKM; PIETRUSKO, 1988;
SCHOMBURG; CHANG; SCHOMBURGA, 2002; WIGGERS et al., 2007; TIEN et al., 2012),
ainda que a enzima tenha um comportamento alostérico (LEVITZKI, 1974; YUEQUAN,
SHIYING; ZHENGJIONG, 2000).

Os valores do coeficiente de Hill (n), K e vnax para o0 G3P foram 1,57, 0,51 mM e 0,77
mM min™, respectivamente, e para o NAD* 1,77, 3,68 mM, 0,76 mM min™, respectivamente,

sugerem uma cooperatividade positiva para ambos 0s substratos.
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Figura 30: (A) Velocidades iniciais versus diferentes concentracdes de G3P. (B) Velocidades iniciais versus
diferentes concentragdes de NAD®. Curvas sigmoidais ajustadas.
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Fonte: O autor

2.4.3 Estudos estruturais

2.4.3.1 Cristalizacéo

A observacdo das gotas dos primeiros ensaios de cristalizacdo por 30 dias revelou que a
maioria apresentava grande quantidade de precipitado (Figura 31 (A)) e, assim, ndo foi possivel
detectar qualquer condigéo de cristalizacdo promissora.

Na tentativa de favorecer o crescimento de cristais de proteina, decidiu-se remover a
“tag” da regido N-terminal e novos ensaios de cristalizagdo foram realizados com os mesmos Kits
anteriormente testados. Apds 3 dias, em Vvarias gotas apareceram cristais (Figura 31 (B)) e estes
foram submetidas ao difratdmetro, que revelou serem de proteinas, porém, sem apresentar
qualidade satisfatoria para a coleta de dados de difracéo.

Esses resultados indicaram que a remogdo da “his-tag” foi fundamental para a
cristalizagdo da NgGAPDH. E possivel concluir que a influéncia da “his-tag” na cristalizacio
depende do microorganismo fonte estudado; por exemplo, MUKHERJEE et al., (2009) relatam a
cristalizacdo da GAPDH com a “his-tag” de Antheraea mylitta, enquanto que ELLIOTT et al.,
(2008) relatam a cristalizacdo da GAPDH sem a his-tag de Helicobacter pylori.
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Figura 31: Ensaio de cristalizacdo da NgGAPDH. A escala total (100 divisdo) corresponde a 1 mm. (A) Gota com
precipitado. (B) Gota com cristais de proteinas.

Fonte: O autor

A fim de obter cristais melhores, realizaram-se novos ensaios de cristalizagdo com o kit
comercial Pi-PEG do fabricante Jena Bioscience. Decidiu-se por esse kit porque as solugdes
eram semelhantes as condi¢6es dos primeiros cristais obtidos.

Os melhores cristais foram obtidos apos 3 dias nas seguintes condic¢des: 12,9 % (m/V)
PEG 2000; 50 mM tampdo acetato (pH 5,2) e 6,4 % (m/V) PEG 200, (Cristall) (Figura 32 (A)) e
2,5% (m/V) PEG 1000; 50 mM tampéo acetato (pH 4,8) e 25,7 % (m/V) PEG 2000 MME,
(Cristal2) (Figura 32 (B)).

As condicOes de cristalizacdo encontradas para a NgGAPDH podem ser utilizada como
condicBes de partida para o planejamento de ensaios de cristalizagdo para enzimas similares de
outros organismos, especialmente para a de N. fowleri. Comparando-se com as condic¢des de
cristalizacdo das GAPDHSs de outras espécies (MORAS et al., 1975; VELLIEUX et al., 1993;
KIM et al., 1995; DUEE et al., 1996; LADAME et al., 2003; ISMAIL; PARK, 2005; ELLIOTT
et al., 2008; MUKHERJEE et al., 2009; TIEN et al., 2012), a maioria cristaliza em pH abaixo de
7,0 e em presenca de NAD™; nesse caso, para a de N. gruberi, o NAD" foi essencial para a

cristalizagéo.
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Figura 32: Cristais obtidas com o kit Pi-PEG. A escala total (100 divisdo) corresponde a 1 mm e as setas indicam o
cristal usado para a coleta dos dados. (A) cristall. (B) cristal2.

Fonte: O autor
2.4.3.2 Determinacéo e descricdo da estrutura

A partir dos cristais obtidos, foram coletados quatro conjuntos de dados, dois no
difratbmetro Rigaku RAXIS-IV++ no Instituto de Fisica de Sdo Carlos - USP e dois no
Sincrotron LNLS, linha MX2. O processamento dos dados de difracdo de cada conjunto revelou
que o grupo de espaco é P2;. Doravante, relatamos somente os dois cristais que difrataram no
LNLS, dado que apresentam maior resolugéo.

Para o cristall, com dimensdes aproximadas de 0,03 x 0,08 x 0,01 mm®, proveniente da
gota ilustrada na Figura 32 (A), os parametros de cela foram: a = 83,69 A, b = 94,08 A, ¢ =
93,14 A, B = 100,38 °. Para o cristal2, com dimensdes aproximadas de 0,08 x 0,08 x 0,01 mm®,
proveniente da gota ilustrada na Figura 32 (B), os pardmetros de cela foram: a = 83,74 A, b =
94,55 A, ¢ =90,93 A, p =99,96 °. Foi obtido um total de 360 imagens de difracio de cada
cristal. Para o cristall, decidiu-se realizar o corte de resolugdo em 2,40 A com base nos valores
dos indices de completeza, relacdo sinal/ruido (<l/c(1)>), Rymm € principalmente CCy, (EVANS;
MURSHUDOV, 2013), enquanto que para o cristal2 o corte foi realizado em 1,94 A de acordo

com 0s mesmos critérios. A Tabela 5 mostra os resultados do processamento.
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Tabela 4: Dados de coleta, resultados do processamento e estatisticas do refinamento. Valores correspondentes a
Gltima faixa de resolucdo estdo entre paréntesis.

Cristal 1

Cristal 2

Estatistica da coleta dos dados

Fonte de raios X

WO01B-MX2, LNLS

WO01B-MX2, LNLS

Comprimento de onda (A) 1,45866 1,45866
Temperatura (K) 100 100

Detector PILATUS 2M PILATUS 2M
Distancia Cristal-Detector (mm) 130 130

Intervalo de rotag&o por imagem (°) 1,0 1,0

Intervalo total de rotacéo (°) 360 360

Tempo de exposi¢do por imagem (s) 10 5,2

Grupo espacial P2, P2,

Estatistica do processamento
Faixa de resolucdo (A)
Numero total de reflexdes

Ndmero de reflexdes Unicas

30,48 - 2,40 (2,47 - 2,40)
374223 (31486)
54382 (4463)

29,85 - 1,94 (2,00 -1,94)
625891 (39328)
102380 (8647)

Completeza (%) 97,6 (96,5) 99,1 (94,4)
«(s(1) 19,94 (3,66) 18,26 (2,28)
Rsymm (%) 9,0 (67,3) 7,3(70,1)
Rimeas (%6) 9,7 (72,6) 8,0 (79,6)
CCy2 (%) 99,8 (87,4) 99,9 (78,7)
Fator B global do Wilson plot (A?%) 34,01 24,55
Mondmeros na unidade assimétrica 4 4
Porcentagem de solvente (%) 50,10 49,25
Estatistica do refinamento

Riree - 0,2029

R - 0,1652
Numero de residuos - 1352
Numero de moléculas de agua - 1281
NADH - 4

PGE - 1

Na* - 4

RMSbI (A) - 0,007
RMSba (A) - 1,206
RMScc (A) - 0,046

Fonte: O autor

O calculo do coeficiente de Matthews indicou quatro monémeros proteicos na unidade

assimétrica. Para obter a estimativa inicial das fases, a substituicdo molecular foi realizada com o
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modelo editado da estrutura tridimensional da GAPDH de Oryza sativa (OsGAPDH) (63% de
identidade de sequéncia e cobertura de 80%), codigo PDB 3E6A, com resolugdo de 3,77 A,
compreendendo apenas um monomero deste. A Figura 33 mostra o alinhamento entre as
sequéncias de aminoacidos da NgGAPDH e da OsGAPDH.

Figura 33: Alinhamento das sequéncias de aminoacidos de NgGAPDH e OsGAPDH. A coloragédo do fundo em
preto e tons de cinza esta de acordo com a convencéo de Alscript Calcons.

NgGAPDH/1-333 BQMVKIGINGFGRIGRLVFRASLE DVEVVAINDI MMTPEYMIYMIKYDTVHGKFHNHG H. KSI1 1V
OsGAPDH/1-335 elK |IKIGINGFGRIGRLVARVALQ DVELVAVNDIAFITTIDYMTIYMFKYDTVHGOQWIAHS 5l | KRRKDESIKTL L L
NgGAPDH/1-333 EGEE VLCIJRDPEQLPWGQINVEYVVESTGIFT DHLKGGAKHVVISAPDTPTFVMGVNN
OsGAPDH/1-335 HKIJVAIVFGEARNPDE | PWAEFNAGAEYVVESTGVFT EISAALHLKGGAKKVVISAPEINDAPMFVCGVNED

NgGAPDH/1-333 YKPEMTV INNASCTTNCLAPIA[SZVLHENFGIVEGLMTTVHAVTATQTVDAPS|JKDWRGGRAAGYNIIPS
OsGAPDH/1-335 YTSDIDIVSNASCTTNCLAPLAISVIHDNFGIIEGLMTTVHAITATQI4TVDGPS:KDWRGGRAASFNIIPS

NgGAPDH/1-333 STGAA
OsGAPDH/1-335 STGAA

NgGAPDH/1-333 EEVVSSDFVSSTYDSKASICLNEFVKVVAWYDNEWGYSNRVLDL | KEIT A K| | [SEEEE]
OsGAPDH/1-335 EDLVSTDF V[e ISSIFDAKAGIALNDUFVKLVAWYDNEWGYSNRVIDL IRGIMAKTHE 335

Fonte: O autor

Apbs a substituicdo molecular, realizou-se um procedimento de constru¢do automatizado,
seguido de um refinamento de corpo rigido e varios ciclos de refinamento com restricGes
entremeadas com constru¢do manual. O modelo final para NgGAPDH (Figura 34 (A)) provido
dos dados do cristal2 corresponde a um tetrdmetro na unidade assimétrica, apresenta quatro
moléculas de NADH com interacdo com os residuos Argll, llel2, Asp33, Arg78 e Asn3l4
(Figura 34 (B)) (a forma reduzida do cofator foi modelada devido a presenga do f-
mercaptoetanol na solugdo da proteina (LAMBE; WILLIAMS, 1965)), uma molécula de PEG
com interagdo com a Thr127 do mondmero A (Figura 34 (C)), quatro ions de Na* com interagio
com os residuos Ser20, Arg23 e Val26 (Figura 34 (D)) e 1281 moléculas de agua.
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279
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Figura 34: (A) Modelo final da NgGAPDH, cada mondmero esta representado por cor diferente. (B) Interacdes entre
0 NADH (c6digo PDB NAI) e a proteina. (C) Interagbes entre o PEG (cddigo PDB PGE) e a proteina. (D)
InteracGes entre o fon Na* e a proteina. As ligacdes de hidrogénio estdo representadas em verde. Contornos dos
mapas: em azul 2mFo-DFc a 1,0 o, em verde e vermelho mFo-DFc a 3 6.

Fonte: O autor

As coordenadas da estrutura NgGAPDH foram depositadas no banco de dados PDB
(Protein Data Bank) com o cddigo de acesso 5URO. As estatisticas do refinamento estdo
resumidas na Tabela 5. Durante a constru¢do do modelo, foi observada densidade eletrdnica nos
mapas na regido N-terminal além do residuo 1, em todos os monémeros. A Figura 35 (A), (B),
(C) e (D) ilustra essa regido dos monémeros A, B, C e D, respectivamente.
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Figura 35: (A), (B), (C) e (D) representam o N-terminal modelado dos monémeros A, B, C e D respectivamente.
Contorno dos mapas: em azul 2mFo-DFc a 1,0 6, em verde e vermelho mFo-DFc a 3 .

Fonte: O autor

Os residuos Cys 76, 149 e 300 de cada mondmero apresentaram densidades eletronicas
compativeis para oxidagdo do grupo sulfidrila. A Figura 36 (A), (B) e (C), ilustra a modificacéo
destes residuos, que foram modelados para S,S-(2-hidroxyetil) tiocisteina (cédigo PDB CME), 3-
sulfinoalanina (codigo PDB CSD) e acido cisteinasulfénico (codigo PDB OCS) alternado com

CSD, respectivamente.

Figura 36: (A) CME. (B) CSD. (C) OCS e CSD. Contorno dos mapas: em azul 2mFo-DFc a 1,0 o, em verde e
vermelho mFo-DFc a 3 o.

Fonte: O autor

A estrutura cristalografica da NgGAPDH foi submetida ao servidor PDBSum; os
resultados indicaram que o tetrdmero € estabilizado por 90 liga¢des de hidrogénio formadas entre
o0s residuos dos monémeros A, B, C e D. A Tabela 6 lista 0 nimero de residuos que estdo na
interface, a area de interface, a quantidade de pontes salinas, a quantidade de ligaces de

hidrogénio e a quantidade de contatos sem ligacdes entre 0s monémeros.
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Tabela 5: NUmero de residuos, area de interface, quantidade de pontes salinas, quantidade de ligacfes de hidrogénio
e quantidade de contatos sem ligacdo entre os monémeros para formar o tetramero.

Cadeias N° de residuos Area da N° de pontes | N° de ligacOes de | N° de contatos
na interface | interface (A) salinas hidrogénio sem ligacdes
A:B 43 : 42 1914 : 1895 8 26 270
C:D 45 : 44 1913 : 1906 8 26 266
A:C 28:28 1434 : 1440 2 18 199
B:D 28:28 1416 : 1417 2 18 203
A:D 8:9 515:517 1 6 56
B:C 9:9 512 : 506 1 6 55
Fonte: O autor

2.4.3.3 Validacao do modelo final

O grafico de Ramachandran esta apresentado na Figura 37 e os indices estdo listados na
Tabela 7.

Figura 37: Gréfico de Ramachandran da estrutura NgGAPDH gerado pelo programa Procheck. Em vermelho,
amarelo escuro, amarelo claro e branco estdo representadas as regides adicionalmente permitidas, generosamente
permitidas e proibidas, respectivamente.
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Fonte: O autor
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Tabela 6: Porcentagem dos residuos em cada regido do grafico de Ramachandran.

Graéfico de Ramachandran Residuos (%) NgGAPDH
Regibes permitidas energeticamente 88,9
Regides adicionalmente permitidas 9,6
Regides generosamente permitidas 2,1
Regides proibidas 0,3

Fonte: O autor

A Val237 de todos os monémeros esta localizada em regido proibida; esse residuo
apresenta densidade eletronica bem definida e sua conformagdo incomum é encontrada em varias
GAPDHs, esta localizada no dominio catalitico proximo ao NADH e proxima a cisteina
catalitica (Cys149), que no cristal de NgGAPDH analisado apresenta-se oxidada (Figura 34 (C)).

O programa Molprobity apontou residuos com angulos com desvio significativo da
idealidade, Asn202 e 11e203 de todos os monémeros, Val175 e His176 dos mondmeros A, C e D,
e a Cys244 do monémero A, além dos residuos Met 228 do monémero A, Lys63 e Tyr40 do
mondmero C e Tyr312 do monémero D como rotdmeros incomuns. Para todos esses residuos a
densidade eletrénica justifica a posi¢cdo modelada.

A andlise da correlacdo entre a densidade eletronica e o modelo foi representada pelos
indices RSCC (valor do coeficiente de correlacdo do espago real) e RSR (valor residual no
espaco real) calculados pelo programa Moleman2. A Figura 38 mostra os graficos dos indices
RSCC e RSR por residuo de cada monémero da estrutura NgGAPDH e a Tabela 8 relata os

valores globais desses indices para cada monémero.
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Figura 38: Qualidade do ajuste na densidade eletrénica por residuo baseada no mapa 2mFo-DFc. As linhas em azul
e vermelho mostram os indices RSCC e RSR, respectivamente. (A), (B), (C) e (D) representam 0s mondmeros A, B,
C e D, respectivamente.
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Fonte: O autor

Tabela 7: Valores globais de RSCC e RSR baseados no mapa 2mFo-DFc para a estrutura cristalografica de
NgGAPDH, relatados para cada mondmero, bem como a média global.

NgGAPDH
Mondmero
RSCC RSR
A 0,9666 0,1068
B 0,9661 0,1071
C 0,9631 0,1106
D 0,9669 0,1068
Todas as cadeias 0,9657 0,1078

Fonte: O autor
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2.4.3.4 Analises e comparac0es estruturais

2.4.3.4.1 Enovelamento da estrutura da NgGAPDH

A estrutura de NgGAPDH foi submetida ao banco de dados PDBsum (Figura 39). Os
resultados para os elementos de estrutura secundaria indicaram que o monémero de NgGAPDH ¢é
composto por 30,47% de hélices-a, 26,62% de fitas-p ¢ 42,92% de regides desordenadas
("loops™ e "turns™).

Figura 39: Topologia da estrutura de NgGAPDH ilustrada pelo banco de dados PDBsum. Em vermelho e rosa estéo
representadas as fitas-p e hélices-a, respectivamente.

Fonte: O autor

A estrutura cristalografica da NgGAPDH € a primeira estrutura de GAPDH de organismo

pertencente ao filo Percolozoa, por esse motivo, uma analise minuciosa foi realizada na busca
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por diferencas e semelhancas estruturais com proteinas pertencentes a organismos de outros
filos.

O alinhamento 3D da NgGAPDH com estruturas de proteinas dos bancos de dados dos
servidores PDBFold e DALI indicou similaridade com Z-score = 52,7 desta com a estrutura de
GAPDH de Oryza sativa (Codigo PDB 3V1Y, rmsd = 0,7 para 333 Cas; identidade de 62 %). O
enovelamento da NgGAPDH ¢ classificado segundo o SCOP (MURZIN et al., 1995) como
“FedE/GAPDH domain-like”, com o arranjo o/p/a/p (3) da classe a+f e apresenta folhas mistas
do tipo 2134, na qual a fita 2 € pararela a 1 (Figura 40 (A)) e o dominio N-terminal é classificado
como “Rossmann-fold”.

As estruturas com Z-score < 27,4 e identidade entre 10 a 14 % também foram listadas nos
resultados do DALI. Segundo YANG; DOOLITTLE; BOURNE, (2005) as estruturas
tridimensionais das proteinas sdo muito mais conservadas do que a sequéncia de aminoacidos,
por esse motivo, apesar da baixa identidade entre a Aspartato-semialdeido desidrogenase e a
NgGAPDH, a sobreposicdo (Figura 40 (B)) das estruturas revelou um dominio semelhante
classificado pelo SCOP como “immunoglobulin/albumin-binding domain-like”, que compreende
3 hélices-a, com topologia do tipo “spectrin-like fold”.

De acordo com a anélise das estruturas das GAPDHs (MORAS et al., 1975; VELLIEUX
et al., 1993; KIM et al., 1995; DUEE et al., 1996; LADAME et al., 2003; ISMAIL; PARK, 2005
ELLIOTT et al., 2008; MUKHERJEE et al., 2009; TIEN et al., 2012) a NgGAPDH apresenta
dois dominios: o dominio de interacdo com o NADH, que compreende do residuo 1 ao 133 e do
residuo 314 ao 333, e o dominio catalitico, que compreende do residuo 134 ao 313 (Figura 40
(C)). A comparacao da estrutura da NgGAPDH com estruturas pertencentes a outros organismos

indicaram que o enovelamento é altamente conservado, como esperado.
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Figura 40: (A) Representagdo do dominio “FedE/GAPDH domain-like” com arranjo o/p/o/B (3) da classe a+p, na
qual as regides de folhas e fitas estdo separadas e apresentam folhas mistas do tipo 2134, na qual a fita 2 é pararela a
1. (B) Sobreposi¢do entre 0 mondmero A da NgGAPDH (amarelo) e o mondmero A da aspartato-semialdeido
desidrogenase (cddigo PDB 2R00). (C) Representacdo do monémero A da NgGAPDH, em roxo o dominio do
NADH que compreende os residuo 1 ao 133 e 314 ao 333 e em azul o dominio do sitio ativo, que compreende 0s
residuos 134 ao 313.
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Fonte: O autor

2.4.3.4.2 Superficie de potencial eletrostatico

Uma analise detalhada da superficie de potencial eletrostatico (Figura 41 (A)) revelou a
presenca de uma cavidade carregada negativamente formada pela interacdo entre os quatros
mondmeros na estrutura tetramérica da NgGAPDH. Essa regido pode ser visualizada na figura

41 (B), que mostra a regido carregada negativamente do monémero.
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Figura 41: (A) Superficie de potencial eletrostatico da estrutura tetramérica da NgGAPDH, em destaque a cavidade
carregada negativamente formada pela interacdo entre os mondmeros. (B) Superficie de potencial eletrostatico do
mondmero A, em destaque a regido carregada negativamente.

Nucleo
~ carregado
. negativamente

Monémero A, regiao carregado
negativamente

Fonte: O autor
2.4.3.4.3 Andlise dos parametros de deslocamento atbmico

Uma anélise da distribuicdo dos pardmetros de deslocamento atémico ao longo da
sequéncia modelada da proteina NgGAPDH (Figura 42 (A)) indica que as regides N e C-terminal
apresentaram valores de B-factor relativamente altos, com o maximo de 79,77 A? enquanto que
as regides de interacdo entre 0s mondmeros e o0s residuos que interagem com o cofator, inclusive
a Asnl45, apresentaram valores de B-factor relativamente baixos, com o minimo de 12,91 A?,
com excecdo de lle34 e Met35 (Figura 42 (B)).
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Figura 42: Estrutura colorida pela sucessdo de cores de arco-iris de acordo com os parametros de deslocamento
atémico (azul, 12,91 A?, e vermelho, 79,77 A?). (A) Tetramero em duas orientagdes, giradas de 90 ° no eixo y. (B)
Destaque para o cofator NADH e os residuos lleu34 e Met35, que pertencem ao dominio do cofator, e o residuo
Asn145, que pertence ao dominio catalitico.

Fonte: O autor

2.4.3.4.4 Alinhamento e sobreposic¢éo das estruturas

As estruturas das GAPDHs selecionadas para o alinhamento e as comparacdes foram
aquelas indicadas pelo HOMESTRAD, que analisa o perfil evolutivo entre as sequéncias de
aminoéacidos, e foram privilegiadas para representar um de cada dominio dos eucariotos: T. cruzi
(glicosomal) (Codigo PDB 4LSM) (LADAME et al., 2003), Trypanosoma brucei (glicosomal)
(Codigo PDB 4P8R) (VELLIEUX et al., 1993), Leishmania mexicana (glicosomal) (Cédigo
PDB 1GYP) (KIM et al., 1995), Homo sapiens (Codigo PDB 1ZNQ) (ISMAIL; PARK, 2005),
Oryza sativa (Codigo PDB 3E6A) (TIEN et al., 2012), Saccharomyces cerevisiae (Cédigo PDB
3PYM), Homaurs americanus (Codigo PDB 1GPD) (MORAS et al., 1975) e Escherichia coli
(Codigo PDB 1GAD) (DUEE et al., 1996). O alinhamento entre as estruturas selecionadas
incluindo a NgGAPDH esta apresentado na Figura 43 e os valores de RMSD entre Cas estdo
relatados na Tabela 9.
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Figura 43: Alinhamento da sequéncia de aminoacidos entre as estruturas da GAPDHSs de N. gruberi (Cédigo PDB
5URQ0), T. cruzi (Codigo PDB 4LSM), T. brucei (Cddigo PDB 4P8R), L. mexicana (Cédigo PDB 1GYP), H. sapiens
(Cddigo PDB 1ZNQ), O. sativa (Cédigo PDB 3E6A), S. cerevisiae (Codigo PDB 3PYM), H. americanus (Codigo
PDB 1GPD) e E. coli (Cédigo PDB 1GAD). Os retangulos cheios verdes apontam os aminoacidos que ndo foram
modelados na estrutura cristalografica, os retangulos vazados azuis indicam os residuos que interagem com o
cofator, os retangulos vazados em rosa destacam os residuos cataliticos e o retAngulo amarelo destaca o residuo Asn
do dominio catalitico.

1 35 40 45 50 55 80
I
N.gruberi . . . ... . S K S AEEREE v MH v M [H G ERZEIN G ES A I
i 5 10 45 50 55 60 65
*_ — -
T. cruzi R v ] T«vs.EIvP'J.RP ........ caMv i 1 |
4 40 4 55 60 65 70
+_ — - —
T. brucei V B
L. mexicana
H. sapiens
0. sativa 3
135
S. carevisae - FITNDREA ;
— »
H. americanus . . . . . . .. l"ll\l..l. VFK ELF}Z.EJ ........
— }
E.coli ... ..... @Av ALY v MEY Y MBI K ¥ DS T H GEREsIS G R v R
75 80 85 90 95 100 105 110 115 120 125 130 135 140
’
N. gruberi HET‘F ,"E M-l“l-'-’}“_m’i‘l-’
80 145 150
|
T. cruzi rflT s GE»rEL T nrHufkc. .
75 115 125 130 135 140
T. brucei REZS reE@E«Ee * Hr ik . .
130 135 140 145 150 155
— ~
L. mexicana F CV EAQ VE4E S T G kL EEYE spssccar T INENE: # efsrasa
-80 120 125 130 . 145
H. sapiens TIFQ VAT ,Nuxﬂu»ﬂ‘a ii,mzxﬁ].z\ HEe xEo v s, Lkt
100 I 105 110 125 130 135 140 145
O. sativa IE? PEEE PR GESRdV VES TG rnKEKﬂaam;kaﬁsmnﬂ A cEMEc x@rso.
75 85 [0 105 110 115 120 125 130 135 140
S.carevisae AT Y G A‘.-.G‘? vAx e oo T kT 0 A ‘ﬂﬂs‘r.amcszrz
10. i10 115 i20 125 130 1

4

EIE . EI&LLE«I kolin
1

35

> * GEE < —E:?:lm I TaAT IO

H. americanus

115

E. coli TR= &
195
N. gruberi m%» NIIFSSTGAAI\AVG LNGKLTGMAFRVF‘TVSVVDLT
200 205 210 215 220
_ 1.
T. cruzi TGAAKAVGKVIP R ERdvsvvDLTH L AN YH
195 220 225 230 235 240 245 250
o |
T. brucei NIIFSSTGAAKAVGK LNGKLTGMAFRVPTVSVVDLT Fﬂ’i‘l-'
210 270
L. mexicana TGAAKAVGGKLTGM VSVVDLT \THDT":
200 210 22
H. sapiens zm;ﬁ%ﬂuﬂl STGAAKAVGKVIFLNGKLTGMAFRVPTVSVVDLT\'
185 200
0.sativa T S WA
90 195 200 205 210 215 220 225 230 235 -
B 3 £
S. carevisae T@s | IPSSTGAAKAVGKVMPELEIGKL TGMAFRVP TREHVSV VDL TRRAL BIKIEES Y
180 195 » 200 205 210 215 220 225 230 235 240 45 250
. americanus Acm* ‘s: - - DI G - 3
190 195 200 235
_
E. coli NIIFSSTCAAKAVGKVLMGKLTCMAFRVPTVSVVDLT AATHE
255 260 265 270 280 285 290 295 300 310 315 325
| i —— .-} _
N. gruberi M BE AR < AS EERERIK Gl LAY v S H UEIDERAS s B D B Lll \ W:Jl.._x:;r:\mla, ... 333
265 270 5 280 285 290 295 300 325 330 335
|- -
T. cruzi \.IIL-«ﬂ.m RV v sk D ERIGEFSE S | BK A G | . BB F v KL HK.L Y I 338
255 260 280 285 290 295 300 305 325 330
- <
Tones  THOD B ONEH. mﬁ V@ B ﬁ mK g e R 501
310 1 325 355
_ _
L. mexicana cllo s i @sP ety . SRS V S [ 1 ¥[ur cerxr@r@v EEYY SEIR VEID LEEREEEEEEY Y- -]
260 265 270 275 250 0 2 0 310 315 320 325 33 335
- --- - <
H. sapiens D [KE[AS E GINE EIEI D L S S B S G | Y | NERETF VKL G Y SEIR VEID L EEVH RS- I . - ]
260 265 270 275 290 295 300 305 310 315 320 325 330 335
- ]
O. sativa a||<fﬂ . m 4L K G |} mar<m- . BN F V KL VES BIG Y SEIR v O L BETHERY K K- ER,:
270 275 280 285 300 305 310 315 320 325 330
_ ﬁ: _ﬁ’\ﬁﬂ] ———-Eb m—_
S. carevisae bll‘ KV »l H Eﬂ m h*: L s *m s os e RIG v SEIR VD L EIEYH RN K L 332
285 300 305 310 315 320 330
H. americanus & a[u _E\_EF n‘ muaarwm EREaF v kfvswyoNERG -rx[:]num DSA.. 333
255 260 290 295 300 30 310 315 320
E. coli N B AR <N AR E GEER K G ER v v S WEdevce r@Bv DN E ' s@. . ..., 329

Fonte: O autor

72

78

72

85

77

75

72

70

70

161

168

162

178

167

165

162

160

160

253

260

254

271

254

252

252



NgGAPDH — RESULTADOS E DISCUSSOES | 88

Tabela 8: Valores de RMSD entre Cas referentes as sobreposicdes das estruturas de NgGAPDH, T. cruzi (Cddigo
PDB 4LSM), T. brucei (Cddigo PDB 4P8R), L. mexicana (Codigo PDB 1GYP), H. sapiens (Cddigo PDB 1ZNQ),
O. sativa (Codigo PDB 3E6A), S. cerevisiae (Cédigo PDB 3PYM), H. americanus (Cédigo PDB 1GPD) e E. coli
(Codigo PDB 1GAD).

Organismo / codigo PDB RMSD (A)
T. cruzi / 4LSM 0,7
T. brucei / 4P8R 0,7
L. mexicana/ 1GYP 1,3
H. sapiens /1ZNQ 0,9
O. sativa / 3E6A 0,8
S. cerevisiae / 3PYM 0,9
H. americanus / 1GPD 1,5
E. coli/ 1GAD 0,8

Fonte: O autor

GAPDHs glicosomais de L. mexicana, T. cruzi and T. brucei foram identificadas como
potenciais alvos porque apresentam diferencas significativas na formacdo da cavidade do anel
adenina do cofator, comparadas com a enzima humana (SURESH et al., 2001; COWAN-JACOB
et al., 2002). De acordo com SURESH et al., (2001) ha quatro regides que diferenciam as
estruturas de GAPDH dos tripanosomas da humana e, portanto, sdo exploradas para o desenho
de inibidores especificos (Figura 44 (A)). E possivel que qualquer uma dessas regides em N.
fowleri seja semelhante ou idéntica a alguma do seu género e, por isso, a caraterizacdo dessas
regides na estrutura da N. gruberi poderia ser explorada para o desenho de inibidores para a N.
fowleri (ONDARZA, 2007). Os residuos pertencentes as quatro regides estdo indicados pelos
retangulos vazados azuis no alinhamento da Figura 43.

A primeira regido é proxima ao atomo C2A da base do anel de adenina do cofator, N.
gruberi apresenta um residuo hidrofilico (Asn32) idéntico ao de T. cruzi, T. brucei e H. sapiens,
ao inveés da Val37 hidrofdbica de L. mexicana (Figura 44 (A)). A segunda regido esta localizada
proxima ao &tomo N6A da base, em que N. gruberi apresenta 1199 e Phe100. O segundo residuo
é conservado, mas o primeiro corresponde a Leu em T. cruzi, T. brucei e L. mexicana, enquanto
guanto que em H. sapiens corresponde a Val (Figura 44 (A)). Segundo SURESH et al. (2001) os
residuos hidrofobicos dessa regido poderiam contribuir com maior seletividade para a busca de

inibidores especificos.
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A terceira regido considerada € a cavidade da interacdo do &tomo N6A do anel da base de
adenina. Em N. gruberi, esta regido é formada por 1le34 (refinada, inclusive, em duas
conformagdes) e Arg78. O segundo residuo € conservado, mas o primeiro corresponde a Leu em
T. cruzi e T. brucei, no entanto, em L. mexicana, corresponde a Met, mas a Pro em H. sapiens
(Figura 44 (A)). No alinhamento é possivel observar que a posi¢do da Met35 é unica na N.
gruberi comparada entre as estruturas selecionadas; este residuo apresenta uma cadeia lateral
estendida, portanto, esta mais proximo do anel de adenina do que em qualquer outro protozoario
ou em humanos, que possuem diferentes residuos e conformacdes (Figura 44 (B)). Finalmente, a
quarta regido explorada para o desenho de inibidores especificos é proxima ao atomo O2B da
adenosina da ribose. Em N. gruberi, este atomo estd perto da Pro188 do mondémero vizinho e
corresponde ao mesmo residuo em T. cruzi, T. brucei e H. sapiens, mas em L. mexicana é uma
Val (Figura 44 (A)).

Figura 44: Sobreposicdo da estrutura da GAPDH de N. gruberi (amarelo), T. cruzi (verde), T. brucei (vermelho), L.
mexicana (azul), H. sapiens (rosa). (A) Destaque para as quatros regides que interagem com o anel adenina do
cofator. (B) Terceira regido ampliada e em outra orientagcdo, com destaque para a Met35 em N. gruberi (amarelo),
Ser40 em L. mexicana (azul) e Phe40 em H. sapiens (rosa).

Fonte: O autor

O alinhamento (Figura 43) mostra que o dominio catalitico, entre os residuos 134 e 313
da N. gruberi, é altamente conservado, com excecdo da Asnl45 (retangulo amarelo indicado na
Figura 43), sendo NgGAPDH a unica proteina que apresenta esse residuo nessa posicao,
enguanto que as demais GAPDHSs apresentam Ser ou Thr na posicao correspondente (BERMAN

et al., 2000). As interaces do atomo ND2 da Asn145 foram estudadas por dindmica molecular,
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que indicaram que esse residuo é capaz de fazer ligacdo de hidrogénio (com angulo minimo D-
H-A de 120 ° e distancia maxima D-A de 3,5 A) com o oxigénio (O) da cadeia principal dos
residuos Alal23, Thrl25 e Prol26, e com o oxigénio (OG1) da cadeia lateral dos residuos
Thrl25 e Thrl27, interacfes que sdo Unicas para essa proteina (Figura 45). Os residuos que
interagem com o Asnl45 pertencem ao loop que esta entre a sexta folha-p e a quinta hélice-a.

(Figura 39), que sera doravante denominado “bonded loop”.

Figura 45: Sobreposicdo das estruturas de GAPDH de N. gruberi (amarelo), T. cruzi (verde) (Cddigo PDB 4LSM),
T. brucei (vermelho) (Codigo PDB 4P8R), L. mexicana (azul) (Cddigo PDB 1GYP), H. sapiens (rosa) (Cddigo PDB
1ZNQ). As linhas tracejadas representam as ligacGes de hidrogénio formadas durante a dindmica produtiva entre o
adtomo ND2 da Asn145 aos dtomos O de Alal23, Thrl25 e Pro126 e aos &tomos OG1 de Thrl2 e Thrl27.

Fonte: O autor

2.4.3.4.5 Estudo por dinamica molecular

Estudos por dindmica molecular foram realizados para investigar caracteristicas particulares
da estrutura da NgGAPDH, como o efeito da presenca da Asn na posicao 145, a consequéncia de
uma mutacdo para Ser (N145S) sobre a movimentacdo do loop 123-127 (residuos Alal23,

Aspl24, Thrl25, Prol126 e Thrl27; “bonded loop”) e diferengas entre as formas holo e apo.

2.4.3.4.5.1 Efeito da mutag¢io N145S na flexibilidade do “bonded loop”

A NgGAPDH é atualmente a Uinica GAPDH com estrutura resolvida (ALTSCHUL et al.,

1990) que apresenta uma Asparagina na sua posicdo 145, enquanto que outras estruturas



NgGAPDH — RESULTADOS E DISCUSSOES | 91

apresentam geralmente uma Serina ou uma Treonina. Quando Ser145 ¢ iniciado, na dindmica, na
conformacgdo do rotametro “p” (encontrado na maioria das estruturas homologas) ou como no
rotametro "m", geralmente, depois de algum tempo, ele se transforma em um rotdmetro "t", onde
permanece na maior parte do tempo. Assim, os resultados foram semelhantes para ambos os
mutantes e, portanto, serdo apresentados aqui apenas para o primeiro. A Tabela 10 mostra o
RMSD da média das triplicatas dos residuos do “bonded loop” por cadeia durante a dinamica
produtiva para cada monémero e as correspondentes diferencas entre as proteinas nativas e

mutantes.

Tabela 9: RMSD (A) para os residuos que pertencem ao “bonded loop” da estrutura NgGAPDH.

RMSD (A)
NgGAPDH
Mondmero A Monbémero B MondmeroC  Monbmero D
Nativa (Asn145) 1,2823 1,7035 1,3780 1,6549
Mutante (Ser145) 1,0833 1,1533 1,2873 1,3096
Nativa - Mutante 0,1990 0,5502 0,0907 0,3453

Fonte: O autor

A partir da Tabela 10 é possivel concluir que a presenca de Asnl45 na estrutura de
NgGAPDH faz com que o “bonded loop” tenha maior flexibilidade do que com Ser. De fato, o
namero de ligacGes de hidrogénio que ND2 da Asn145 forma com os residuos Alal23, Thr125,
Prol26 e Thrl27 durante a dindmica é em média 1,99, enquanto que a Ser ndo realiza ligacdes
hidrogénio com esse loop. A Figura 46 (A) ilustra a correlacdo de movimento entre a Asnl145 e
os residuos pertencentes ao “bonded loop”; observa-se no grafico que o atomo ND2 da Asn tem
maior correlagcdo de movimento com os atomos OG1 da Thrl25 e da Thr127. Por outro lado, a
Figura 46 (B) revela que a Ser145 leva a uma menor correlacdo geral, embora haja ainda alguma
correlacdo de movimento com a Thrl27. Nos dois gréaficos, os valores apresentados s&o
promediagdes envolvendo as 4 cadeias ¢ as triplicatas. Portanto, a conclusao ¢ que o “bonded
loop” tende a seguir a movimentagao da Asnl45, o que lhe confere uma flutuacao relativamente

alta durante a dindmica, e isso é peculiar da NgGAPDH.
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Figura 46: Graficos de correlagao de movimento do residuo 145 com o “bonded loop”, os retdngulos delineados em
preto destacam relacdes de interesse. (A) Asnl45. (B) Serl45, a partir do rotdmero “p”.
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Fonte: O autor

2.4.3.4.5.2. Comparacao entre as formas holo e apo

As formas holo e apo da GAPDH de Palinurus versicolor foram previamente
caracterizadas por SHEN et al., (2000); de acordo com esse autor, distancias entre atomos dos
residuos Argll, llel2, Asp33 e Arg78 (numeracdo de acordo com a sequéncia de N. gruberi),
que estao no dominio do cofactor, indicam se a estrutura esta “aberta” ou “fechada”. A Tabela 11
mostra as meédias dessas distancias para as estruturas cristalograficas de P. versicolor e B.
stearothermophilus (WONACOTT; SKARZYNSKI, 1990), e as médias obtidas a partir de

dindmica molecular da estrutura NgGAPDH.

Pode-se observar que essas diferencas de distancia para NgGAPDH sdo, em geral,
relativamente baixas ou mesmo positivas, as quais foram relacionadas (SHEN et al., 2000) a uma
menor cooperatividade negativa (menor valor negativo) na ligagédo do cofator, observada em P.
versicolor comparada a estrutura de B. stearothermophilus, esta ultima com diferencas maiores
entre as distancia e cooperatividade negativa elevada. NgGAPDH foi previamente relatada com
cooperatividade positiva (MACHADO; SILVA; IULEK, 2016), o que poderia, entdo, confirmar
tal tendéncia. No entanto, mais dados sobre as formas apo e holo desta classe de proteinas cuja
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cooperatividade ja foi caracterizada poderia corroborar a relacdo das diferencas de distancia com

a tendéncia de cooperatividade.

Tabela 10: Distancias em A entre 4tomos do dominio do cofator.

N. gruberi P. versicolor B. stearothermophilus
Holo | Apo | Holo-Apo Holo Apo Holo-Apo Holo Apo Holo-Apo
1S7J 1CRW 1GD1 2GD1
CaAsn314 —CaArgll (A) 11,12 11,33 -0,21 10,31 10,76 -0,45 10,42 11,20 -0,78
CaAsn314-Callel2 (A) 9,88 10,28 -0,40 9,54 9,95 -0,41 9,63 10,16 -0,53
CaAsn314-CaAsp33 (A) 23,09 22,33 0,76 21,83 22,20 -0,37 21,82 22,53 -0,71
CaAsn314-CaAgr78 (A) 27,88 28,63 -0,75 26,48 26,85 -0,37 26,58 27,31 -0,73
ND2Asn314-NArgl1 (A) 11,34 11,04 0,30 10,12 10,48 -0,36 10,33 11,16 -0,83
ND2Asn314-Nlle12 (A) 9,94 9,74 0,20 9,26 9,59 -0,33 9,41 10,07 -0,66
ND2Asn314-OD2Asp33 (A) 20,72 20,58 0,14 17,64 18,29 -0,65 19,18 20,43 -1,25
ND2Asn314-OD1Asp33 (A) 19,25 18,53 0,72 1936 19,89 -0,29 17,57 18,75 -1,18
ND2Asn314-OArg78 (A) 26,37 26,78 -0,41 2464 2476 -0,12 24,75 25,35 -0,55
Valores combinados 0,35 -3,35 -7,72

Fonte: O autor

2.4.3.4.6 Estudo evolutivo preliminar

A Figura 47 (A) produzida pelo Web Server ConSurf foi colorida de acordo com a

conservagdo evolutiva dos aminodcidos; observa-se que o dominio do cofator e o dominio do

sitio ativo sdo conservados, como esperado, no entanto, os residuos Ile34 e Met35, que estdo

préximos do NADH, ndo sdo conservados, como destacado na Figura 47 (B).
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Figura 47: Estrutura da NgGAPDH colorida de acordo com o perfil evolutivo de conservacdo dos aminoacidos. (A)
Estrutura global com destaque para os sitios ativo e de ligacdo ao NADH. (B) Destaque para os residuos Met35 e
Ile34, que interagem com o cofator.
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Fonte: o autor

A GAPDH de N. gruberi pertence a um organismo primitivo, sendo assim, sua estrutura
tridimensional pode no futuro contribuir com informacoes a respeito da evolucdo das GAPDHSs

nos eucariotos. O dendrograma das relacdes filogenéticas entre os organismos E. coli, T. cruzi, T.

brucei, M. musculus, H. americanus, P. versicolor, H. sapiens, B. taurus, S. scrofa, O. cuniculus, K. marxianus, S.
cerevisiae, A. thaliana, O. sativa, T. gondii, P. falciparum, N. gruberi, L. mexicana, S. aureus, S. pneumoniae, S.

agalactiae, A. aeolicue, T. maritima, T. aquaticus, T. thermophilus, G. stearothermophilus, T. elongatus, S.
oleracea, B. henselae, B. pseudomallae e A. xylosoxidans, construido pelo web Server ConSurf (Figura

48), mostra um perfil evolutivo preliminar entre essas estruturas de GAPDHs.



NgGAPDH — RESULTADOS E DISCUSSOES | 95

Figura 48: Dendrograma das relacdes filogenéticas entre os organismos E. coli, T. cruzi, T. brucei, M. musculus, H. americanus, P. versicolor, H. sapiens, B. taurus, S. scrofa, O.
cuniculus, K. marxianus, S. cerevisiae, A. thaliana, O. sativa, T. gondii, P. falciparum, N. gruberi, L. mexicana, S. aureus, S. pneumoniae, S. agalactiae, A. aeolicue, T. maritima, T.
aquaticus, T. thermophilus, G. stearothermophilus, T. elongatus, S. oleracea, B. henselae, B. pseudomallae e A. xylosoxidans. Construido no website ConSurf, a escala representa

valores probabilisticos que estimam a proximidade entre as estruturas.
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Fonte: O autor
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2.5 CONCLUSOES

A proteina NgGAPDH foi expressa e purificada com éxito na forma soltvel, homogénea
e em quantidade que possibilitou realizar as analises cinéticas e ensaios de cristalizacdo.
Entretanto, ndo foi possivel realizar as caracteriza¢des da proteina com a “his-tag”, ou seja, 0
corte da “tag” foi essencial para ambos os estudos.

Os paré@metros cinéticos obtidos da NgGAPDH levam a concluir que as propriedades
cinéticas desta enzima sdo semelhantes as das demais. O alinhamento entre varias GAPDHs
revelou que o dominio catalitico entre os residuos é altamente conservado, como esperado, com
excecdo da Asnl45, presente somente em NgGAPDH, enquanto que as demais GAPDHs
apresentam Ser ou Thr na mesma posigéo.

A influéncia da presenga do Asnl145 na estrutura da NgGAPDH foi analisada por
dindmica molecular; os resultados indicaram que os residuos Alal23, Asp124, Thrl25, Prol26 e
Thrl127 apresentaram uma maior correlacdo de movimentos com o residuo Asn do que com Ser
na mesma posic¢éo, indicando maior flexibilidade na presenga da Asn do que com o Ser.

A NgGAPDH apresenta cooperatividade positiva; a comparacdo das distancias entre
atomos pertencentes aos residuos Argll, llel2, Asp33 e Arg78 na forma holo e apo indicaram
diferencas baixas quando comparadas com enzimas que exibem cooperatividade negativa. A
partir dessa analise, hipotetiza-se que ha uma tendéncia de que as GAPDHs que exibem
cooperatividade positiva apresentem diferencas entre as distancias entre esses &tomos menores

do que as que apresentam cooperatividade negativa.
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Perspectivas

N&o foi possivel realizar a cristalizagdo da TcAlr_longa, pois em altas concentragoes,
necessarias para os testes, ocorre a precipitacdo da proteina. Assim, a proxima etapa a ser
realizada deve ser a expressdo sem a “his-tag”, para 0s posteriores ensaios de cristalizacao.

Para a NgGAPDH, novos trabalhos terdo como objetivos obter o mutante N145S e avaliar

a sua cinética frente ao substrato, comparando-a com a da nativa.
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