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RESUMO

A doenca de Chagas, causada pelo protozoario Trypanosoma cruzi, € uma das dezessete
doencgas negligenciadas de acordo com a Organizacdo Mundial de Sadde. Nas ultimas duas
décadas, vias metabdlicas especificas deste parasita tém sido avaliadas como alvos
terapéuticos, o que abre perspectivas para o desenvolvimento de medicamentos mais
especificos e menos toxicos. Para alcancar este objetivo, hd a necessidade de estudos para
conhecimento da estrutura tridimensional de proteinas que fazem parte destas vias. As
estruturas das proteinas podem ser estudadas experimentalmente pela técnica de difracdo de
raios X e computacionalmente pela modelagem por homologia, porém, outras informacdes
estruturais também podem ser obtidas por técnicas espectroscopicas. Sendo assim, realizaram-
se, neste trabalho, estudos estruturais com a enzima Urocanato Hidratase de Trypanosoma
cruzi (TcUH), que participa da via metabdlica da histina. A enzima foi expressa em E. coli de
forma funcional e, por meio de cromatografia de afinidade, purificada efetivamente e
cristalizada, porém, ndo apresentou qualidade minima para analise por difracdo de raios X.
Assim, realizou-se o estudo estrutural por meio de dicroismo circular (CD), espalhamento de
raios X a baixo angulo (SAXS) e modelagem por homologia. A TcUH é constituida
majoritariamente por hélices-o e seu processo de desnaturagdo térmica inicia-se préximo a 50
°C, sendo irreversivel ap6s completa. O estudo de SAXS indicou que em solugdo a enzima
ndo se apresenta monomérica. Com o modelo produzido por homologia, que apresentou
razodveis indices de qualidade, os estudos de docagem indicaram algumas moléculas
promissoras que deverao ser estudadas criteriosamente para possiveis testes de inibicao.

Palavras-chave: Estruturas de proteinas. Urocanato Hidratase. Trypanosoma cruzi.
Modelagem estrutural.



ABSTRACT

Chagas' disease, caused by the protozoan Trypanosoma cruzi, is one of the seventeen
neglected diseases according to World Health Organization. In the last two decades, this
parasite specific metabolic pathways have been evaluated as therapeutic targets, making the
prospect for the development of more specific and less toxic drugs. To achieve this goal, there
is the need for studies to get knowledge on the pathway protein three dimensional structures.
Protein structures can be studied experimentally by the X ray diffraction technique and
computationally by homology modeling, however, other structural information can also be
obtained by spectroscopic techniques. Thus, in this work, structural studies of the enzyme
Urocanate Hydratase from Trypanosoma cruzi (TcUH), which participates in the histidine
metabolic pathway, were carried out. The enzyme was expressed functionally in E. coli and,
by affinity chromatography, effectively purified and crystallized, however, no minimum
quality for X-ray diffraction was observed. Thus, we carried out the structural study by
circular dichroism (CD), small angle X-ray scattering (SAXS) and homology modeling. The
TcUH is mainly composed of a-helices and its denaturation process by temperature starts near
50 ° C, being irreversible after completed. The SAXS study indicated that the protein in
solution was not monomeric. With the homology produced model, docking studies indicated
that some promising molecules to be carefully studied for possible inhibition tests.

Keywords: Protein structures. Urocanate Hydratase. Trypanosoma cruzi.  Structural
modeling.
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1 INTRODUCAO
1.1 JUSTIFICATIVA E REVISAO BIBLIOGRAFICA
1.1.1 Doenca de Chagas e a necessidade de novos medicamentos

A Tripanossomiase americana, também chamada doenca de Chagas, mal de Chagas
ou chaguismo é causada pelo protozoério cinetoplastideo Trypanosoma cruzi. Essa zoonose é
transmitida ao ser humano e outros animais principalmente através das espécies de percevejos
hematdéfagos Triatoma infestans, Rhodnius prolixus e Panstrongylus megistus, conhecidos
popularmente no Brasil como barbeiro, chupanca, fincdo, bicudo, chupdo ou procoto6
(CHAGAS, 1909). Outras formas de infecdo epidemiologicamente relevantes foram também
identificadas: transmissdo por meio de transfusdo sanguinea e transplante de érgéos solidos de
doadores infectados para receptores saudaveis, transmissdo durante a gravidez ou nascimento,
através de acidentes laboratoriais e via oral por ingestdo de alimentos ou liquidos
contaminados (RASSI JR.; RASSI; MARIN-NETO, 2010; PAES et al., 2011). Esta
parasitemia € reconhecida pela Organizagdo Mundial da Saide (OMS) como uma das
dezessete doencas tropicais negligenciadas (RASSI JR.; RASSI; MARIN-NETO, 2010). A
doencga é tecnicamente uma antropozoonose espalhada quase exclusivamente pelo continente
americano desde os Estados Unidos da América (EUA) até a Republica da Argentina (RASSI
JR.; RASSI; MARIN-NETO, 2010), afetando de 7 a 8 milhGes de individuos em 21 paises, e
expondo ao risco de infeccdo aproximadamente 40 milhdes de pessoas (OMS, 2013),
especialmente em regides com condi¢cdes econdmicas adversas (DIAS, 2006). Porém, casos
foram também identificados na Europa (80.000), Japdo e Australia (COURA; VINAS, 2010).

Durante o ciclo bioldgico do T. cruzi, estadgios de desenvolvimento distintos sdo
encontrados, tanto em insetos vetores quanto em mamiferos infectados. No inseto vetor, apds
a maioria dos tripomastigotas morrerem, na parte anterior do intestino, um pequeno nimero
de parasitas chegam ao intestino médio e se transformam em epimastigotas (forma nao
infecciosa divisivel). Ao multiplicarem-se, os epimastigotas colonizam o tubo digestivo do
inseto desde a regido média até a distal, onde se diferenciam em tripomastigotas metaciclicos.
Neste estagio do desenvolvimento os parasitas ndo se dividem e adquirem a capacidade de
infectar hospedeiro mamifero (TYLER; ENGMAN, 2001). Durante o repasto sangiiineo, o
inseto vetor defeca, e se estiver infectado, libera formas tripomastigotas junto com as fezes. A
infeccdo do hospedeiro mamifero se da pelo contato do parasita com lesdes microscopicas da

pele ou com mucosas. Ao atingir a corrente sanguinea, os tripomastigotas invadem as células
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do hospedeiro por meio de um vacuolo parasitoforo temporario. Ap6s a degradacdo da
membrana do vactolo, no citoplasma celular, os tripomastigotas se diferenciam em
amastigotas (forma replicativa e infecciosa) (RASSI JR.; RASSI; MARIN-NETO, 2010).
Ap0s aproximadamente 35 horas, os amastigotas iniciam sua replicacdo por fissdo binaria e se
diferenciam em tripomastigotas, passando temporariamente por um estagio parecido ao
epimastigota intracelular. A populacdo de parasitas intracelulares ndo se diferencia de forma
sincrona. Assim, num determinado momento, todas as fases transitorias entre amastigotas e
tripomastigotas podem ser encontrados em uma ceélula, onde a predominéncia de uma das
formas dependera da estirpe de T. cruzi, assim como da temperatura e do tempo de infeccéo.
(TYLER; ENGMAN, 2001; ALVES; COLLI, 2007). Uma vez completado o ciclo
intracelular, os tripomastigotas lisam as células e sdo liberados para o espaco intercelular
podendo invadir outras células préximas ao tecido infectado ou 6rgédos distantes levados pela
corrente sanguinea. Na corrente sanguinea 0s tripomastogotas podem ser absorvidos pelo
vetor durante a alimentacdo, reiniciando o ciclo biolégico (RASSI JR.; RASSI; MARIN-
NETO, 2010) (Figura 1).

Figura 1. Ciclo de vida do Trypanosoma cruzi.

Tripomastigota metaciclico

!

) » / Amastigota
Epimastigota ‘

b\

Tripomastigota | 2
Epimastigo& +
v\ Tripomastigota

Fonte: Adaptada de (BOSCARDIN et. al., 2009).

Epimastigota
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omastigota -
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A fase aguda da doenca ativa-se apds o contato inicial com o patdgeno € caraterizada
por uma parasitemia conspicua e auséncia de resposta humoral. Os parasitas podem ser
encontrados em praticamente todos os tecidos e 6rgdos como amastigotas intracelulares
acompanhados por infiltracdo de linfocitos, células plasmaticas e mondécitos (SILBER et al.,
2005). Este estdgio pode durar de varias semanas a VArios meses e ser, quase sempre,
assintomatico (PAES et al., 2011). No caso dos sintomas existirem, eles se apresentam
inespecificos, na forma de febre e cefaleias, mas podem também ser observados outros
sintomas como conjuntivite unilateral (sinal de Romafa), dentre outros. Porém, sintomas mais
graves podem também existir, tais como insuficiéncia cardiaca devido a miocardite ou
derrame pericardico, ou meningoencefalite, o que pode levar a morte em 10 % dos casos
(MONCAYO; ORTIZ YANINE, 2006). Contrariamente a fase aguda, na fase crbnica 0s
parasitos sdo raramente encontrados, porém, 0s pacientes apresentam uma robusta resposta
imune humoral, evidentemente incapaz de eliminar o parasita (COURA; VINAS, 2010).

Na fase cronica, a manifestacdo mais comum diz respeito a cardiopatias que ocorrem
em 20 a 30 % dos casos. Outra complicacdo observada na fase crénica acomete o sistema
digestdrio e também sdo relatados casos em que as formas cardiaca e digestiva ocorrem
simultaneamente. Em pacientes imunodeficientes, o sistema nervoso central também pode ser
comprometido. A fase crénica aparece subsequente a este periodo de laténcia, o que pode
durar varios anos, razdo pela qual esta fase indeterminada ou subclinica pode ser considerada
inclusive como uma fase crénica assintomatica (PAES et al., 2011).

O T. cruzi passa por varios tipos de ambientes durante o seu ciclo de vida (Figura 1).
Cada ambiente tem suas proprias caracteristicas fisicas, fisico-quimicas e quimicas especificas
(PAES et al., 2011). Neste ponto, radica ndo apenas sua importancia patoldgica, sendo seu
fundamento terapéutico, assim as drogas utilizadas devem ser capazes de atravessar as
membranas plasmaticas em busca do parasita e manterem-se ativas em diferentes ambientes
(CLAYTON, 2010). Porém, por se tratar de uma doenca negligenciada que acomete quase
que exclusivamente paises em desenvolvimento, a Tripanossomiase americana ndo possuiu
um adequado investimento para pesquisa e desenvolvimento de medicamentos (COURA,
VINAS, 2010; KAPPAGODA,; IOANNIDIS, 2012).

As drogas mais frequentemente utilizadas sdo 0os componentes nitroheterociclicos
Nifurtimox (Lampit®Bayer;
http://healthcare.bayer.com/scripts/pages/en/search.php?g=nifurtimox&WT.oss=&filter=0).
(Figura 2a) e Benzonidazol, este ultimo um derivado do nitroimidazol (Rochagan®,
Radanil®, Roche;
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(http://www.roche.com/fr/responsibility/access_to_healthcare/making_innovation_accessible/
ath_who.htm), (Figura 2b). As propriedades destes farmacos foram descobertas de maneira
empirica ha mais de quatro décadas (URBINA; DOCAMPO, 2003). Apesar da controvérsia
sobre 0 mecanismo de acdo do Nifurtimox (BOIANI; GONZALEZ, 2005), acredita-se que o0
mesmo atua em presenca de oxigénio por meio da redugdo do grupo nitro para radicais
nitrodnions instaveis, levando ao surgimento de moléculas tdxicas ao parasita. O
Benzonidazol age via estresse redutivo, envolvendo a interferéncia na sintese de
macromoléculas por meio de liga¢fes covalentes entre intermediérios de nitroreducao e varios
componentes celulares do parasita, tais como DNA, lipidios e proteinas (DIAZ DE
TORANZO et al., 1988). Também tem mostrado efeitos positivos melhorando a fagocitose,
estimulando a resposta imune do hospedeiro por meio da produgdo de y-interferon
(ROMANHA et al., 2002), inibindo a fumarato redutase e interferindo com a resisténcia ao
estresse oxidativo (TURRENS et al., 1996). Embora existam diferencas na susceptibilidade
entre parasitas de diversas areas geograficas, ambas as drogas podem ser consideradas
efetivas na fase aguda com indice de cura parasitologica definitiva em cerca de 80 %
(URBINA; DOCAMPO, 2003). Na fase cronica a efetividade desses farmacos € baixa e
controversa (SILBER et al., 2005; PAES et al., 2011). Ambas as drogas, apos a utilizacdo
prolongada por 30-90 dias, (tempo estimado de tratamento) apresentam efeitos colaterais, tais
como anorexia, vOmito, polineuropatia periférica e dermopatia alérgica, derivados
provavelmente de seus proprios mecanismos (URBINA; DOCAMPO, 2003).

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

Nas ultimas duas décadas, como resultado do sequenciamento gendmico do parasita,
vias metabdlicas especificas do Trypanosoma cruzi tem sido avaliadas como alvos
terapéuticos, abrindo a perspectiva para o desenvolvimento de medicamentos mais especificos
e menos tdxicos para o tratamento da doenca de Chagas. Nessas perspectivas, alguns dos
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principais alvos terapéuticos considerados até 0 momento séo: cisteina proteases (Cruzipaina),
via de biossintese de esterois, biossintese de poli-isoprenoides, enzimas das vias glicoliticas,
via das pentoses fosfato, arginina quinase, metabolismo das poliaminas, biossintese de
lipidios, topoisomerases, proteinas editoras de RNA e estresse oxidativo (DUSCHAK;
COUTO, 2007; PAES et al., 2011).

Outras possibilidades que vem sendo estudadas na procura de alvos terapéuticos séo
as enzimas do metabolismo de aminoacidos que contribuem como fonte de energia ao T.
cruzi. Dentre esses aminodacidos, a L-histidina tem sua degradacdo que leva ao glutamato e a
outros produtos. Por meio de banco de dados de genomas e do proteoma do T. cruzi, foi
possivel identificar as enzimas que fazem parte desta via: histidina aménia liase (EC 4.3.1.3),
urocanato hidratase (EC 4.2.1.49), 4-imidazolona-5-propionase (EC 3.5.2.7) e formimino
glutamase (EC 3.5.3.8) (Figura 3). No caso particular deste trabalho, o interesse estd na
segunda enzima da via, Urocanato Hidratase (UH). Essa enzima tem sido considerada alvo
promissor para o desenvolvimento de farmacos e, portanto, estudos aprofundados permitirdo o
entendimento ao nivel molecular e contribuirdo para esclarecer sua participacdo no
metabolismo do T. cruzi. A elucidacdo de sua estrutura tridimensional também contribuira
para testes de novos inibidores in silico. Inibidores selecionados virtualmente poderdo ser
utilizados em testes de inibicdo enzimatica in vitro e, a longo prazo, poderdo resultar em

compostos de partida para o desenvolvimento de novas medicamentos antichagasicos.
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Figura 3. Etapas envolvidas no catabolismo da histidina em T. cruzi. A enzima em destaque representa a

Urocanato Hidratase (UH).
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1.1.2 Enzima Urocanato Hidratase (UH)

A enzima UH (EC 4.2.1.49), também conhecida como urocanase, participa na via
catabolica da histidina, onde atua na conversdo de urocanato a 4-imidazolona-5-propionato.
Ela é encontrada em diferentes organismos e ja foi isolada de alguns procariotos e eucariotos,
inclusive de humanos. Em condicdes fisioldgicas, a UH é um homodimero (KESSLER;
RETEY; SCHULZ, 2004) onde cada mondmero apresenta como cofator o eletréfilo NAD*
(Nicotinamida Adenina Dinucleotideo) (KLEPP et al., 1990; KOBERSTAEDT; LENZ;
RETEY, 1992; KESSLER; RETEY; SCHULZ, 2004), essencial para sua catalise e
enovelamento correto (KLEPP et al., 1990; KESSLER; RETEY; SCHULZ, 2004).

Estudos confirmam que a TcUH (Urocanato Hidratase de Trypanosoma cruzi) esta
presente nas formas epimastigota e trypomastigota metaciclico do T. cruzi (ATWOOD et al.,
2005) o que lhe outorga a capacidade inerente de ser alvo para o desenvolvimento de
inibidores que causem deficiéncia da rota metabdlica histidina-glutamato na fase aguda da
infeccéo.

Alguns dos compostos caracterizados como inibidores ou com significativa acéo de
inibicdlo da enzima UH sdo: boroidreto de potassio, imidazolpropionato, fumarato,
fenilhidrazina, hidroxilamina, semicarbazida, cianeto de potassio, (GEORGE; PHILLIPS,
1970), 4-bromocrotonato (LANE et al., 1976), acido 2-fluorourocénico (KLEE et al., 1977),
tioglicolato (HUG; O'DONNELL; HUNTER, 1978), além do ion cuprico (HUG; ROTH,
1973).

Vale ressaltar que por estar presente em humanos, sabe-se da necessidade de testes
de inibicdo comparativos entre a enzima do parasita e do humano, no processo de
desenvolvimento de medicamentos que considerem essa enzima como alvo molecular.

Algumas das moléculas 4-bromocrotonato (LANE et al., 1976), acido 2-
fluorourocanico (KLEE et al., 1977), tioglicolato (HUG; O'DONNELL; HUNTER, 1978) e 0
fon cuprico (HUG; ROTH, 1973) foram caracterizados como inibidores para a enzima UH de
Pseudomonas fluorescens e Pseudomonas putida. Por estar presente em humanos, sabe-se da
necessidade de testes de inibicdo comparativos entre a enzima do parasita e do humano, no
processo de desenvolvimento de medicamentos que considerem essa enzima como alvo

molecular.
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2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

Realizar estudos estruturais por modelagem computacional e por técnicas
espectroscépicas diversas da Urocanato Hidratase de Trypanosoma cruzi, visando contribuir
com a busca de novos inibidores para esse potencial alvo molecular para desenvolvimento de

novas drogas contra doenca de Chagas.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Obter a TcUH recombinante pura enzimaticamente e ativa,;

b) Obter cristais da TcUH adequados para coleta de difragéo de raios X;

c) Resolver estrutura 3D (tridimensional) por cristalografia ou, alternativamente,
obté-la por modelagem por homologia;

d) Realizar estudos estruturais de moléculas ligantes por "docagem".

e) Realizar estudos estruturais espectroscopicos por Dicroismo Circular (CD) e
Espalhamento de Raios X a Baixo Angulo (SAXS).
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3 PARTE EXPERIMENTAL E COMPUTACIONAL

3.1 PRINCIPAIS MATERIAIS

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

e Concentradores, modelo Vivaspin 6, 10 kDa (GE Life Sciences);
e Erlenmeyers;

o Filtro de seringa, modelo K18-230 (Kasvi);

e Seringas;

e Tubos de ensaios.

3.2 EQUIPAMENTOS

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

e Agitador rotatorio de tubos, modelo AT56 (Phoenix);

e Autoclave vertical, modelo AV-75 (Phoenix);

e Autoclave, modelo MK3000 12L |11 (Odontobras);

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

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

e Centrifuga refrigerada, modelo HIMAC (Hitachi CR21Gl1);

e Cromatdgrafo Liquido, modelo AKTApurifier™ UPC 10 (GE Healthcare);
o Difratdbmetro, modelo D8 VENTURE (Bruker);

e Espectrofotometro, modelo Cary50 Conc (Varian);

e Espectropolarimetro Jasco J-810;

¢ Rob0 de cristalizagdo, modelo HoneyBee 963 (Digilab Global);

¢ Sistema de eletroforese vertical, modelo PowerPac Basic (Bio-Rad);
e Sonicador, modelo VCX750 (Sonics & Materials INC);

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

3.3 PRINCIPAIS REAGENTES

e Canamicina (Sigma-Aldrich);
e IPTG (Uniscience);

e Lisozima (Amresco);
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e Marcador de massa molecular (7-175 kDa) (Biolabs);

e Tetraciclina (Inlab).

3.4 MEIOS DE CULTIVO E ADITIVOS

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

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

e Canamicina: dissolvida em agua ultrapura para a concentracdo estoque de 30 mg
mL:

¢ Isopropiltio-p-D-galactosideo (IPTG) : 1 g de IPTG em 5 mL de agua ultrapura,
para concentracdo estoque de 0,8 mmol L™

e LB: triptona 10 g L™, extrato de levedura5g L™ e NaCl 10 g L™Y;

e Tetraciclina: dissolvida em etanol 70 % (m/V) para a concentracdo estoque de 5

mg mL™.

3.5 BASE DE DADOS

e National Center of Biotechnology Information (NCBI)
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov).
¢ Protein Data Bank (PDB) — (http://www.rcsb.org/pdb/home/home.do).

3.6 PROGRAMAS E SITES ACESSADOS

o Accelerys Draw 4.1 — (http://accelrys.com/resource-center/downloads/).

e Aline (BOND; SCHUTTELKOPF, 2009).

e Alscript Calcons (BARTON, 1993).

e Ambertools (CASE et al., 2012).

o Assisted Model Building and Energy Refinement (AMBER) (CASE et al., 2012);
(http://ambermd.org/).

e AutoDockTools (SANNER, 2005).

e AutoDock Vina (TROTT; OLSON, 2010); (http://vina.scripps.edu/).

e AUTORG (KONAREV; PETOUKHOV; SVERGUN, 2001).


http://accelrys.com/resource-center/downloads/
http://ambermd.org/
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e Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) (PARK et al, 2012),
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cqgi).

e Computed Atlas of Surface Topography of proteins (CASTp) (DUNDAS et al.,
2006); (http://sts-fw.bioengr.uic.edu/castp/calculation.php);

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

e CRYSOL (SVERGUN; BARBERATO; KOCH, 1995).

¢ DAMMIN (SVERGUN, 1999).

o Discrete Optimized Protein Energy (DOPE) (ESWAR et al., 2006).

e DSSP (KABSCH; SANDER, 1983).

e GA341 (JOHN; SALLI, 2003).

e MASSHA (KONAREV; PETOUKHOV; SVERGUN, 2001).

e OLIGOMER (KONAREYV et al., 2003).

e MODELLER (ESWAR et al., 2006); (http://salilab.org/modeller/).

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

e Procheck (LASKOWSKI et al., 1993).

e ProtParam (GASTEIGER et al., 2005); (http://web.expasy.org/protparam/)

e PyMOL (DELANO, 2002).

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

e VegaZZ (PEDRETTI; VILLA; VISTOLI, 2004).

o Workflow for structural genomic projects (MHOLlIine)

(http://www.mholline.Incc.br/).

3.7 SOLUCOES

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

e Solucdo de Bradford: 100 mg de azul de Coomassie R-250, 50 mL de etanol a 95
% (V/IV), 100 mL de acido fosférico 85 % (V/V), diluidos até 1 L com agua
destilada. Apds dissolugdo, o corante foi filtrado através de papel de filtro
qualitativo.

¢ Solucdo descorante: 57 % (V/V) metanol e 3 % (V/V) acido acético.
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o Tampéo de ligacdo pH 7,9: 500 mmol L™ NaCl, 20 mmol L™ Tris-HCI, 5 mmol L’
! imidazol.

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

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

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

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

mmol L™ de imidazol.

3.8 METODOS
3.8.1 Parte experimental
3.8.1.1 Clonagem da enzima TcUH

Através da colaboracdo estabelecida com a Universidade de Sdo Paulo (USP),
Departamento de Parasitologia, na pessoa do professor Dr. Ariel Mariano Silber, foram
obtidos clones da bactéria Escherichia coli cepa BL21-DE3 portadoras do plasmideo
recombinante pET-24(+) contendo o gene codificante da enzima TcUH (pET-24(+)/TcUH).
Essa construcdo possibilita expressar a enzima de interesse com um acrescimo de seis
residuos de histidina na regido C-terminal.

Os clones portadores da construcdo pET-24(+)/TcUH foram propagados em indculos
de 10 mL de meio LB contendo os antibi6ticos canamicina e tetraciclina nas concentraces
finais de 0,03 mg mL™ e 0,005 mg mL™, respectivamente. O indculo assim preparado foi
mantido a 37 °C sob agitacao de 250 rpm por 16 horas.

Aliquotas de 1 mL do in6culo contendo 20 % (V/V) de glicerol foram estocadas a -4

°C para posterior utilizagéo.

3.8.1.2 Producgéo da enzima recombinante TcUH

Foi realizado um teste piloto, a partir de um inéculo de 5 mL de meio LB
suplementado com canamicina (0,03 mg mL ™) e tetraciclina (0,005 mg mL™), contendo 10

uL da solucéo estoque de células descrita no item anterior. O indculo foi mantido a 37 °C sob
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agitacédo de 240 rpm por 16 horas. Para a expressao da enzima foi preparado um novo inoculo
com 1 L de meio 2xYT, contendo as células crescidas no inoculo anterior diluidas na
proporcdo 1:100. O indculo assim preparado foi mantido a 37 °C sob agitacdo de 140 rpm até
atingir uma densidade Optica (DO) a 600 nmentre 0,5 e 0,6. Atingida esta condicdo, a cultura
foi induzida com Isopropiltio-B-D-galactosideo (IPTG) na concentracdo final de 0,5 mmol L™
e incubada a 25 °C sob agitacao de 150 rpm por 16 horas. Todas as etapas de expressdo foram

realizadas em ambiente estéril.

3.8.1.3 Extracédo da TcUH

As culturas de células BL21-DE3 em meio 2xYT, no volume total de 1 L, foram
centrifugadas por 10 min a 15.000 g a 4 °C. O sobrenadante foi descartado e o precipitado foi
ressuspendido em 40 pLde tampdo ligacdo (proporcdo de 10 mL de meio para 400 pL de
tamp&o). Para a lise das células, foi adicionada lisozima na concentracdo final de 1 mg mL™.
Essa solucgéo foi mantida no banho de gelo por 30 min sob agitagdo manual. Posteriormente,
este material foi submetido a sonicacdo em banho de gelo, por 5 ciclos de 30 s, com intervalo
de 30 s entre cada ciclo. Apds o rompimento celular, a amostra, referente a 1 mL de cultura,
foi submetida a centrifugacédo a 15.000 g por 10 minutos a 4 °C. As condicGes experimentais
para expressdo da TcUH estabelecidas no teste piloto foram utilizadas na producéo da enzima
em grande escala, mantendo-se as proporcdes para 10 L de cultura.

3.8.1.4 Purificagéo por Cromatografia de Afinidade

A fracdo contendo as proteinas soltveis, em tampéo de ligacdo, correspondente a 10
L de cultura bacteriana, foi utilizada para purificacdo por cromatografia de afinidade em
resina com niquel. Uma coluna contendo 1 mL da resina foi inicialmente equilibrada com 5
volumes de coluna com o tampéo de ligacdo (fluxo de 1 mL min™, mantido em todas as
etapas). Aliquotas de 10 mL da solucdo de proteinas foram injetadas na coluna. A lavagem
das proteinas com interacdo fraca ou inespecifica foi realizada através da aplicagdo de 10
vezes 0 volume da coluna com o tampé&o de lavagem. A elui¢cdo da enzima recombinante foi
realizada por meio de um gradiente composto pelos tampdes de lavagem e de eluicdo. No
gradiente, a concentracdo de imidazol variou de 60 a 500 mmol L™, sendo o méximo atingido

apos a passagem de 20 volumes de coluna.
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O grau de pureza da enzima nas fracGes eluidas da coluna foi estimado por
eletroforese em gel de poliacrilamida 12 % na presenca do detergente SDS e de f-
mercaptoetanol. Foi utilizada a metodologia proposta por (LAEMLI, 1970), sob tensdo de 160
V por 1 h. Aliquotas de 20 pL das fracoes eluidas foram diluidas em tampéo de amostra para
gel SDS-PAGE na proporgdo 1:1 e desnaturadas por aquecimento a 98 °C durante 5 min.
Apbs a eletroforese, o gel foi corado por 15 min e descorado por aproximadamente 30 min

conforme solucdes descritas no item 3.7.

3.8.1.5 Dosagem da concentragdo da TcUH

A concentracdo da enzima foi determinada por espectroscopia no UV a 595 nm
através do método de Bradford (1976). O padrdo utilizado para as curvas de calibracdo foi a
soro albumina bovina (BSA, 0,2 mg mL™). As curvas de calibracdo foram feitas com
concentragdes de BSA entre 0,002 e 0,02 mg mL™. As amostras foram diluidas de forma a

apresentarem absorbancias proximas ao ponto médio da curva de calibracéo.

3.8.1.6 Avaliacéo da atividade enzimética da TcUH

A verificacdo da atividade da TcUH ocorreu por meio de ensaio espectrofotométrico,
observando-se a conversdo de urocanato a 4-imidazolona-5-propionato. Os ensaios foram
realizados em comprimento de onda fixo de 277 nm, monitorando-se a catalise por 10 min a
temperatura ambiente. A reacdo foi iniciada pela adi¢do de 207,5 pL da solucéo da enzima
TcUH pura (para dar uma concentracéo final de 75 ug mL™) no meio reacional, a uma solugéo
contendo tampéo fosfato de potéssio pH 7,0 e urocanato, estes na concentracao final de 100
mmol L™ e 35 umol L, respectivamente, num volume final do meio reacional de 500 uL. Os
experimentos foram conduzidos em cubetas de quartzo com capacidade para 500 ul. O
controle da reacdo (branco) foi obtido pela substituicdo do volume correspondente a solucéo
contendo a TcUH por volume equivalente de tampéo fosfato de potassio, com as demais

condicgdes experimentais mantidas.
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3.8.1.7 Cristalizacdo da enzima TcUH

Para os ensaios de cristalizacdo, a enzima foi concentrada por centrifugacdo a 3.000
g em dispositivo Vivaspin 6. As concentraces obtidas foram 5,0, 7,5 e 10,0 mg mL™,
conforme dosagem feita pelo método de Bradford (1976). O método de cristalizacdo utilizado
foi a difusdo de vapor por gota suspensa (MCPHERSON, 1999). Os experimentos foram
conduzidos de duas maneiras distintas: automatizado em rob6 (HoneyBee 963, Digilab
Global) do LNLS e manual, na cdmara de cristalizacdo da Universidade Estadual de Ponta
Grossa (UEPG). Os testes de cristalizacdo automatizado e manual foram realizados em placas
de 96 pocos e de 24 pocos, respectivamente. Nos experimentos realizados pelo robd, cada
gota de cristalizagéo foi preparada com volume de 0,7 pL de solucéo precipitante, 0,7 uL da
solucdo da proteina e equilibrada com 100 uL da solugdo do poco. Nos experimentos manuais
utilizaram-se 2 pL de solucdo precipitante e 2 uL da solucdo da enzima, submetidos entdo ao
equilibrio com 500 pL da solucéo do pogo.

Nos experimentos realizados com o robd foram utilizados os kits comerciais de
cristalizacdo: "JCSG”, “PACT Suite”, “Wizard Screens I e II” e "Precipitant Synergy", dos
fabricantes Nextal/Qiagen, Nextal/Qiagem, Esmerald BioSystems, Emerald BioSystems,
respectivamente. Ja nos experimentos manuais foram utilizados os kits Crystal Screen e

Morpheus, dos fabricantes Hampton Research e Molecular Dimensions.

3.8.1.8 Coleta de dados de difracdo de raios X

Um cristal obtido na camara de cristalizacdo da UEPG foi resfriado em nitrogénio a
100 K apds banho em solucdo crioprotetora e submetido a experimento no difratbmetro
(BRUKER, D8 VENTURE) do Laboratério de Quimica Inorganica da UFPR.

Posteriormente, alguns cristais obtidos a partir do rob6 de cristalizacdo do LNLS
foram selecionados com base no tamanho, congelados em nitrogénio a 100 K e submetidos a
coleta de dados de difracdo de raios X na estacdo DO3B-MX1 do LNLS e no difratbmetro
(BRUKER, D8 VENTURE) do Instituto de Fisica de So Carlos - USP.

3.8.1.9 Dicroismo circular (CD)

As medicdes foram realizadas em um espectropolarimetro Jasco J-810 no LNLS,
com aproximadamente 500 pL de enzima pura a 0,1 mg mL™ em tampéo tris-HCI 10 mmol L’

1 pH 7,9, NaCl 250 mmol L™ e comprimentos de onda de 197 a 240 nm, intervalo de 1 nm, a
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20 °C. O caminho optico foi de 1 mm em cubeta de quartzo retangular. Além deste ensaio, foi
avaliada a estabilidade da enzima por meio do experimento de desnaturacdo térmica, para
temperaturas entre 20 e 100 °C com medi¢bes em 220 nm, em aquecimento e resfriamento
subsequente.

As analises dos dados de CD foram realizadas com o pacote CDPro, software
package, que inclui os programas SELCON3, CONTINLL e CDSSTR que permitem estimar
a percentagem de estrutura secundaria ao comparar os dados experimentais com espectros de
um grupo de 43 proteinas de referéncia (SREERAMA; WOODY, 2000). Para isso,
converteram-se os dados de CD para Ag por residuo.

Com o proposito de possibilitar uma melhor visualizacdo do fenémeno, uma curva de
predicdo foi realizada por meio do modelo Boltzmann sigmdide (analise de regressdo nao
linear), Y = bottom [0] + [(top [06] — bottom [0])/(1 + exp(Xs0-X)/b)], onde bottom e top [0]
correspondem aos valores maximo e minimo, respectivamente, de elipticidade molar, Xso é a
temperatura na qual a elipticidade molar ¢ a média entre top e bottom e b representa a
inclinacdo da curva ou a dispersdo da distribuicdo dos valores de elipticidade molar

correspondentes a cada temperatura.

3.8.1.10 Espalhamento de raios X a baixo angulo (SAXS)

O experimento de SAXS foi realizado no LNLS, a temperatura ambiente, no
comprimento de onda de 1,55 A, linha SAXS1. Foram utilizadas solucbes de enzimas nas
concentracdes de 1,0, 5,0 e 10 mg mL™ em tamp&o 500 mmol L™ NaCl e 20 mmol L™ Tris-
HCI pH 7,9. Estas foram postas em celas de mica de 1 mm de espessura. As solucGes de
enzima, como do proprio tampdo sem enzima, foram submetidas ao feixe por 30 s em 10
repeticdes. A faixa do vetor q foi de 0,0157 A™ a 0,327 A™. Procurou-se usar as curvas mais
estaveis, que foram promediadas para os calculos, que neste caso revelaram-se ser da enzima

na concentragdo de 5 mg mL™.
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3.9 PROCEDIMENTOS COMPUTACIONAIS
3.9.1 Construcdo do Modelo por Homologia
3.9.1.1 Busca por homdlogas

A busca por sequéncias similares a da enzima alvo foi realizada com a ferramenta
Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) do banco de dados do National Center of
Biotechnology Information (NCBI). A fim de priorizar as estruturas depositadas no Protein
Data Bank (PDB) escolhidas para a constru¢cdo do modelo, foi também verificado o que o
programa Workflow for structural genomic projects (MHOLLIline) sugeria com o indice Blast
Automatic Targeting for Structures (BATS). Ainda, outros critérios utilizados foram
selecionar estruturas com porcentagem de identidade < 25 %, melhor resolucdo e resolvidas

com a presenca de ligantes.

3.9.1.2 Sobreposicdo das cadeias principais e alinhamento das sequéncias de aminoacidos

As estruturas tridimensionais selecionadas do PDB do foram sobrepostas com a
utilizacdo do programa MultiProt. O alinhamento entre as sequéncias foi obtido utilizando-se
0 programa T-Coffee a partir das estruturas sobrepostas. A visualizacdo se deu por meio do
programa Aline. As estruturas secundarias foram estimadas pelo programa DSSP. O fundo da

figura foi colorido de acordo com a convencao de Alscript Calcons.

3.9.1.3 Modelagem por homologia

A predi¢do dos modelos tridimensionais da sequéncia alvo baseada nas estruturas
moldes foi feita através do programa MODELLER, o qual permite a obtencdo dos modelos
com base em estruturas tridimensionais conhecidas a partir de restricdes espaciais (ESWAR
et. al., 2006), tendo sido gerados 300 modelos. As estruturas selecionadas foram visualizadas

pelo programa PyMOL.

3.9.1.4 Validacao

Os 300 modelos gerados foram avaliados em relagdo a pontuacdo Discrete Optimized
Protein Energy (DOPE) que avalia a energia dos modelos da proteina gerados, GA341 para

avaliacdo do enovelamento da proteina e pela analise do grafico de Ramachandran o qual
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avalia a tor¢do dos angulos ¢ (fi) e y (psi), com uso do programa Procheck. Aquele com
menor valor do DOPE normalizado foi escolhido para os procedimentos subsequentes, desde
que estivesse de acordo com os outros critérios de avaliacdo estabelecidos pelo grafico de
Ramachandran e GA341 (JOHN; SALI, 2003).

3.9.2 Andlise das cavidades sitios de ligacao

O arquivo gerado a partir do Modeller foi submetido ao software Computed Atlas of
Surface Topography of proteins (CASTp) para identificar possiveis bolsdes de ligacdo do
modelo, bem como os aminoacidos presentes neste. Também, com este, obteve-se o volume e

a area das cavidades.

3.9.3 Analise dos contatos com os ligantes

A partir do programa ncont do pacote Collaborative Computational Project No.4
(CCP4), foram analisados os contatos dos ligantes inseridos durante o procedimento de

modelagem até 4 A.

3.9.4 Docagem
3.9.4.1 Preparo da proteina

A estrutura da TcUH obtida por meio da modelagem por homologia foi preparada
para os estudos de docagem de acordo com a seguinte ordem: (1) os &tomos de hidrogénio
foram adicionados sob a condicdo de pH 7,0; (2) foi realizada a atribuicéo das cargas de cada
atomo de acordo com Gasteiger a partir do programa AutoDockTools.

A caixa onde os calculos de afinidade e interagdo foram realizados foi delimitada
enquadrando-se o sitio ativo na mesma, numa medida total de 2480 A. O espacamento do grid
foi de 0,375 A (aproximadamente ¥4 da distancia de uma ligacdo covalente C-C) e as func@es

embutidas no proprio programa foram utilizados para o calculo dos mapas de energia.

3.9.4.2 Preparo dos ligantes

Através de colaboracdo com os pesquisadores da Universidade Tecnoldgica Federal
do Parand — Campus Ponta Grossa, Prof. Dr. Luciano Fernandes e Prof. Dr. Julio César
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Stiirmer, e da UEPG, Prof. Dr. Domingos Savio Nunes, foram disponibilizadas moléculas
(Tabela 1) para serem testadas computacionalmente, dentro de perspectiva futura de serem

utilizadas experimentalmente, como ligantes a enzima TcUH.

Tabela 1. Representacdo das estruturas quimicas das moléculas utilizadas para o estudo de Docagem.

(continua)

Formula Estrutural Plana Nome de referéncia Nome IUPAC

(2R,3S,4S,4aR,10bS)-3,4,8,10-
tetrahidroxi-2-(hidroximetil)-9-
Lucl metoxi-2,3,4,4a-
tetrahidropirano[3,2-c]isocromen-
6(10bH)-ona

(2R,3S,4S,4aR,10bS)-3,4,8,10-
tetrahidroxi-9-metoxi-6-0xo-
Luc2 2,3,4,4a,6,10b-
hexahidropirano[3,2-c]isocromeno-
2yl)metil acetato

P (2R,3R,4R,4aS,10bS)-2-
(acetoximetil)-8,10-dihidroxi-9-
N ]/ Luc3 metoxi-6-0x0-2,3,4,4a,6,10b-
"W"' DN ) hexahidropirano[3,2-c]isocromeno-
“\H - 3,4-diil diacetato

— (2R,3R,4R 4aS,10bS)-2-

J (acetoximetil)-9-metoxi-6-0x0-
. 1 u.\;\ J/ 1"",‘ LUC4 2,3,4,43.,6,10b'
[ |l T hexahidropirano[3,2-c]isocromeno-

Sy 3,4,8,10-tetrail tetracetato
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(continuacao)

Formula Estrutural Plana

Nome de referéncia

Nome IUPAC

Jull Acido ent-13-hidroxicaur-16-en-
19-6ico

Jul2 Acido ent-16-cetobaieran-19-6ico

Jul3 Acido ent-16-hidroximinobaieran-
19-6ico

Jul4 Acido ent-13-hidroxi-16,17-a-

epoxicaur-19-dico
Juls Acido ent-17-hidroxi-16-

cetobaieran-19-6ico
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(conclusao)

Formula Estrutural Plana

Nome de referéncia

Nome IUPAC

Acido ent-17-hidroxi-16-

Julé hidroximinobaieran-19-6ico

I

= )

@;\Aﬂ’ N Trans-B-D-glucosyl-
I{J\\A Doml hydroxycinnamate
o (]
o ’ Dom2 Eriodictyol
S0
O]%I Dom3 Quercetina-3-O-L-ramanosideo
Dom4 6-acetil-7-hidroxi-2,2-

dimetilcromeno
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O programa escolhido para o desenho da forma estrutural plana destas moléculas foi
0 Accelrys Draw 4.1, gravada inclusive no formato .mol. Este foi utilizado como entrada para
o software VegaZZ, através do qual foi estimada a estrutura tridimensional da molécula com
suas cargas iniciais atribuidas. Apds, os ligantes tiveram sua energia minimizada com o
campo de forca Assisted Model Building and Energy Refinement (AMBER), e suas as cargas
atdbmicas calculadas através do método AM1BCC como implementado no mddulo

antechamber, do pacote Ambertools.

3.9.4.3 Docagem Molecular

Para este trabalho, optou-se por usar docagem semi-flexivel, no qual a proteina fica
rigida enquanto os ligantes sdo flexiveis. O software AutoDockVina foi utilizado para a
predicdo da interacdo ligante-receptor.

Apbs a realizacdo das simulacGes de docagem molecular, as interacdes entre a
enzima TcUH e as moléculas testadas para este trabalho foram avaliadas a partir da funcéo

pontuacdo, embutida no mesmo.
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 PARTE EXPERIMENTAL

4.1.1 Obtencéo da enzima TcUH

4.1.1.1 Expresséo e purificacdo por cromatografia de afinidade

A producdo da enzima recombinante foi satisfatoria, possibilitando produzir
quantidade suficiente para a purificacdo e demais estudos. A purificacdo da TcUH em coluna
de niquel-agarose possibilitou obter enzima com o grau de pureza necessario para o0s estudos
posteriores, porém, contrariando o perfil cromatografico padréo esperado para cromatografia
de afinidade, com apenas um pico referente a eluicdo da enzima alvo (GE, 2013), observaram-
se dois picos (Figura 4). A lavagem da resina com 5 mmol L™ de imidazol contribuiu para
retirar a maioria dos contaminantes e a enzima de interesse comecgou a eluir a partir de 60
mmol L™ de imidazol (fracdo 15). No eletroforegrama (Figura 5) desta fracdo e adjacentes,
observaram-se algumas bandas de proteinas contaminantes, portanto, optou-se por descarta-
las. As fracbes 19 a 21 apresentaram um grau de pureza maior, assim como, as fracdes
referentes ao terceiro pico do cromatograma, evidenciando a eficiéncia do protocolo de
purificagdo utilizado.

Figura 4. Cromatograma das fracdes eluidas durante a purificacdo da TcUH por cromatografia de afinidade. A

linha azul representa a absorbéancia enquanto que a vermelha destaca o gradiente de imidazol feito com o tampéo
eluicao.

IL

mAU
Concentragio de imidazol jmmol L'}

Fonte: A Autora.
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O perfil cromatografico obtido deveu-se provavelmente a saturacdo da capacidade de
ligacdo da coluna ou interagéo fraca da enzima com a coluna devido a utilizacdo de imidazol,
ainda que em baixa concentracdo no tampdo de lavagem. De acordo com o0 cromatograma
representado na Figura 4, pode-se propor uma alteragcdo no protocolo de elui¢do de forma que
a enzima alvo seja obtida em fracdo Unica do eluato. Com esse proposito, 0s experimentos
posteriores serdo realizados visando otimizar o protocolo de purificacdo, no qual o gradiente
deveré ser substituido por uma concentracédo fixa de imidazol capaz de eluir toda enzima alvo
em uma Unica ou em poucas fragdes.

A eficiéncia da purificagdo foi acompanhada pela técnica de eletroforese
(SAMBROOK; RUSSEL, 2001). O padrao eletroforético, apresentado na Figura 5, foi
utilizado como referéncia para juncédo das fracdes purificadas; dessa forma, as fracdes 19 a 21
e 24 a 28 foram reunidas, dialisadas e concentradas para varios ensaios de cristalizac&o.
Ressalta-se que nas amostras aplicadas nas raias 22 e 29 observaram-se bandas referentes a
proteinas contaminantes. Tal contaminacdo deve-se provavelmente a mistura involuntaria de
fracbes que deveriam ter sido descartadas. A raia 23 ndo apresentou proteina, provavelmente
devido a algum erro na aplicacdo da amostra. Com base no eletroforegrama (Figura 5), as
fragOes representadas nas raias 22, 23 e 29 foram descartadas.

A eficiéncia na purificacdo é crucial para a cristalizacdo de proteinas, pois alto grau de
pureza da amostra proteica é extremamente importante para a cristalizagdo (DRENTH, 1999).
Em geral, considera-se um grau de pureza entre 95-99% como satisfatério para iniciar os
ensaios de cristalizacdo (http://www.structbio.missouri.edu/crystallography-tips.php). Cabe
ressaltar que, em alguns poucos casos, a cristalizacdo pode ser usada como uma etapa final

para purificacdo de proteinas, eliminando contaminantes minoritarios (VOET; VOET, 1990).
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Figura 5. Eletroforegrama SDS-PAGE 12% das fra¢des da cromatografia por afinidade. A figura apresenta a
juncdo de dois eletroforegramas (gel 1: raia MMM-23; gel 2: raia 24-29). MMM: Marcador de Massa Molecular;
0s nimeros das amostras correspondem as fragdes obtidas na cromatografia. Foram aplicados 10 ul de solugdo
proteica por raia.

MMM 2 6 11 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 2526 27 28 29

175
80
58

45

30

23

Fonte: A Autora.

4.1.1.2 Atividade enzimatica

Embora os ensaios de atividade ndo tenham sido representativos, pode-se pelo menos
verificar que a enzima TcUH recombinante purificada mostrou-se capaz de catalisar a
hidrolise do urocanato. Esta acdo pode ser constatada pela analise da Figura 6, em que se pode
notar a diminuicdo da concentragdo do urocanato em solucéo pelo decaimento da absorbancia
em 277 nm. A atividade enzimética apontaria o correto enovelamento da proteina heteréloga

obtida.

Figura 6. Teste de atividade enzimatica da TcUH. A linha azul representa o decaimento da absorbancia do
urocanato, evidenciando a atividade enzimatica.

0,04

0,02

0,02

-0,04

A Absorvancia (277 nm)
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-0,08
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Tempo (min)

Fonte: A Autora.
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4.1.2 Testes de cristalizacdo

4.1.2.1 Testes de cristalizacdo da enzima TcUH realizados na UEPG e coleta dos dados de
difracéo

Nos experimentos realizados na UEPG, observou-se a formacdo de pequenos cristais
em duas condi¢6es do kit Morpheus e em uma condicéo do kit Crystal Screen. No caso do kit
Morpheus, apés 27 dias da realizacdo do experimento, foram dois cristais, nas seguintes
condicdes: (a) 0,09 mol L™ halogénios (NaF; NaBr; Nal), 0,1 mol L™ de Buffer System 1 pH
6,5 (composto de imidazol e MES acido), 20 % (V/V) Polietileno Glicol (PEG) 550 mme e 10
% (m/V) PEG 20.000; (b) 0,09 mol L™ halogénios (NaF; NaBr; Nal), 0,1 mol L™ Buffer
System 2 pH 7,5 (composto de HEPES sodico e MOPS acido), 20 % (V/V) glicerol e 10 %
(m/V) PEG 4000. Ja no caso do kit Crystal Screen, foram precipitados cristalinos em varias
gotas. Porém, apos 32 dias, observou-se um cristal maior no ensaio com a solucgédo constituida
de: (c) 0,2 mol L™ acetato de magnésio, 0,1 mol L™ cacodilato de sédio e 20 % (m/V) PEG
8.000 (Figura 7).

Figura 7. Cristal obtido no experimento realizado na UEPG com a utilizacdo do kit Crystal Screen. Enzima
TcUH a 10 mg mL™. Dimens6es aproximadas: 29 pum x 6 pm.

Fonte: A Autora.

O cristal obtido com o kit Morpheus, descrito na condi¢do (a) e um cristal obtido
com o kit Crystal Screen, descrito na condi¢do (c) e mostrado na Figura 6, foram submetidos

a difracdo de raios X. Andlise dos padrdes de difracdo obtidos revelaram tratarem-se de
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cristais de sal. Os cristais obtidos na condicdo (b) ndo foram submetidos a difracdo devido ao
aspecto altamente desordenado apresentado na solucéo de cristalizacao.

4.1.2.2 Testes de cristalizagdo da enzima TcUH realizados no LNLS e coleta dos dados de
difracéo

Trés dias apds o preparo das gotas, observaram-se cristais com a utilizagdo do kit
JCSG nas trés concentraces de proteina (5,0, 7,5 e 10,0 mg mL™) nas seguintes condicdes:
(a) 0,10 mol L™ tampdo citrato de sédio pH 5,5 e 20 % (V/V) PEG 3.000; (b) 24 % (m/V)
PEG 1.500 e 20 % (V/V) glicerol e (c) 0,04 mol L™ dihidrogenofosfato de potéssio, 16 %
(m/V) PEG 8000 e 20 % (V/V) glicerol. A Figura 8 a, b e c mostra os cristais obtidos nestas
trés condigdes, respectivamente.

Figura 8. Cristais obtidos nos experimentos realizados no LNLS com a utiliza¢do do kit JCSG. Enzima TcUH a
10 mg mL™.0 maior cristal, em destaque em (), apresenta dimensdo aproximada de 581 um x 31 um.

Image: Extended Focus
Score:
Capture: Imager Defaults

491 68 um

Fonte: A Autora.
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Foram submetidos a coleta de difracdo o cristal em destaque na Figura 7a e um
cristal da Figura 7b. Nenhum cristal permitiu uma coleta de dados de difracdo de raios X.
Portanto, devido ao tamanho diminuto e ao aspecto desordenado, nenhum cristal da Figura 7c
foi submetido & difracdo de raios X.

A Figura 9 mostra a imagem obtida ap6s o experimento de difracdo com o cristal
destacado na Figura 8a. A inexisténcia de reflex6es na imagem é um forte indicio de que se
trata de cristal de proteina, porém, desordenado. Cristais de sal em sua maioria, mesmo que
pequenos ou com tomos ndo totalmente organizados, apresentam padrdo de difracdo de raios
X. Os testes realizados com radiacdo ultravioleta com os cristais da Figura 8a, b e ¢
apresentaram fluorescéncia, corroborando com os dados de raios X no sentido de que tratam
de cristais de proteina e ndo de sal. Os cristais de proteinas contém grupos excitaveis que sdo
as cadeias laterais do triptofano e da tirosina na faixa Ultravioleta que reemitem essa radiacdo
em energias menores de forma ndo-ressonante, fendmeno conhecido como fluorescéncia
intrinseca e permite sua inspecdo visual, diferenciando assim os cristais de proteinas daqueles
constituidos de sais, que ndo tém tal propriedade (CALDEIRA et al., 2010).

Figura 9. Imagem de difracdo obtida para o cristal maior da Figura 7a.

Fonte: A Autora.

Assim, a partir dos resultados preliminares destes experimentos, foi possivel
determinar quais as condi¢des mais favoraveis para a cristalizacdo. As proteinas homologas a
TcUH, que ja foram cristalizadas, depositadas com cddigo PDB 1UWK e 2FKN (KESSLER;
RETEY; SCHULZ, 2004; YU; LIANG; SU, 2006) também utilizaram o PEG como agente
precipitante. Essa informagéo reforga que novos experimentos da TcUH devem ser realizados
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com este agente precipitante. Entdo, estas condi¢cdes foram submetidas a melhoramento
(refinamento). Foram testadas outras 96 condicdes, também nas concentracfes proteicas de
5,0, 7,5 e 10 mg mL™. O volume da gota e da soluc&o de proteina foram 0s mesmos, ou seja,
0,7 pL. Variagdes foram feitas nos agentes precipitantes (PEGs 1.500 e 8.000), suas
concentragOes (12, 14, 16, 18, 20, 22, 24 e 26 %) e na concentragdo do glicerol (16 a 22 %).
Em boa parte das condicOes testadas cresceram cristais, porém, os melhores em relacdo ao
tamanho surgiram na concentracdo proteica de 5 mg mL™ em apenas 2 condicdes: (a) 0,04
mol L™ dihidrogenofosfato de potassio, 18 % (m/V) PEG 8.000 e 20 % (V/V) Glicerol, (b)
0,04 mol L dihidrogenofosfato de potéssio, 16 % (m/V) PEG 8.000 e 22 % (V/V) glicerol.
Cristais obtidos a partir do refinamento serdo submetidos a coleta de difracdo de raios X.

Uma vez confirmado que se tratam de cristal de proteina, as condi¢Ges de cristalizacdo
da TcUH serdo novamente ajustadas. Dentre as variacdes experimentais a serem consideradas,
esta a realizacdo do experimento a 4 °C. N@o ha investigacdes sistematicas que demonstrem
vantagens na escolha de uma temperatura especifica, porém, sabe-se que a solubilidade das
proteinas esta relacionada com o aumento ou diminuicdo da temperatura e que a temperatura
baixa pode ser Util para retardar o crescimento do cristal (RUPP, 2010); assim, os cristais da
TcUH poderdo crescer lentamente e de maneira ordenada, possibilitando a obtencdo de
cristais maiores. Considera-se que cristais de proteinas adequados para coleta de difracdo com
qualidade, devem ter centenas de micrometros (um), menores talvez para sincrotrons mais
intensos, desde que bem ordenados (RUPP, 2010). Os cristais da TcUH obtidos até o
momento sd@o muito pequenos (Figura 10), mesmo para as estacfes correntemente disponiveis
do LNLS.
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Figura 10. Cristais obtidos nos experimentos realizados no LNLS a partir do refinamento dos testes preliminares
da cristalizacdo da enzima TCUH a 5 mg mL™. O cristal maior de cada gota apresenta dimensdo aproximada de
178 x 44 um e 178 x 44 um, (a) e (b).

Image: Extended Focus Image: Extended Focus
Score: Score:
Capture: Imager Defaults Capture: Imager Defaults

— 491.68 pm — 491.68 pm

Fonte: A Autora.
4.1.3 Dicroismo circular (CD) da TcUH

4.1.3.1 Célculo da composigdo de estruturas secundarias e estabilidade térmica da TcUH

A espectroscopia de CD foi utilizada para estimar o conteddo de estruturas
secundarias. Por meio da anélise do grafico da Figura 11, pode-se identificar que a enzima
TcUH apresenta minimos por volta de 208 e 222 nm e uma banda positiva por volta de 195
nm. O minimo préximo a 222 nm € atribuido a transi¢des encontradas em estruturas
helicoidais (BEROVA; NAKANISHI; WOODY, 2000). Desta forma, observa-se um espectro

bem definido, caracteristico de proteinas composta majoritariamente por hélices-a.
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Figura 11. Espectro de dicroismo circular da enzima TcUH. A legenda mostra o perfil experimental e aqueles
obtidos a partir de modelos com os programas CONTINLL, SELCON3 e CDSSTR para quantidade de estruturas

secundarias.
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Fonte: A Autora.

A desconvolucdo do espectro pelos trés programas utilizados indicou que a enzima

TcUH é constituida de cerca de 30,0 % de hélices-o regular, 19,4 % de hélices-a

desordenadas, 2,7 % de fitas-P regular e 5,1 % de fitas-p desordenadas, como pode ser visto

na Tabela 2. Hélice-a ¢ a estrutura secundaria dominante de muitas proteinas, em média, 33 %

dos residuos em proteinas globulares ocorrem nessa estrutura (BEROVA; NAKANISHI,

WOODY, 2000). As estruturas secundarias com porcentagem desordenadas indicadas estéo

de acordo com o trabalho de Sreerama e colaboradores (1999), em que os autores consideram,

a media de quatro e dois residuos distorcidos (desordenados) em hélice-o e em fitas-p

respectivamente, para defini-los como desordenados.

Tabela 2. Estimativas de estrutura secundaria da enzima TcUH. Valores, média e desvio padrdo em porcentagens
obtidos a partir da desconvolugdo pelos programas utilizados (CONTINLL, SELCON3 e CDSSTR).

ESTRUTURAS

CONTINLL SELCON3 CDSSTR MEDIA+DP

Hélices-a (regular) (%)
Hélices-a (desordenada) (%)
Fitas-p (regular) (%)

Fitas-p (desordenada) (%)
Voltas (%)

Desordenada (%)

28,1
18,7
2,2
6,5
20,6
23,9

26,9
18,7
2,0
4,3
22,2
26,3

351
20,9
4,0
4,6
12,9
23,3

30,0+4,4
19,4+1,3
2,711
5,1+1,2
18,6+5,0
24,5+1,6
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O estudo da TcUH por CD com elevacdo da temperatura da solucdo proteica (20 a
100 °C) foi utilizado para obtencdo de informacdo a respeito da estabilidade térmica. O
gréfico da Figura 12 mostra que apds a temperatura atingir cerca de 50 °C a proteina inicia o
seu processo de perda de estrutura secundaria, aumentando assim as regides desorganizadas,
caracterizando a deshaturacdo da proteina. Todavia, ap6s a desnaturacdo total ndo se
reenovelou ao ser resfriada novamente a 20 °C, o que indica uma desnaturacdo térmica
irreversivel. Como apresentado na Tabela 2, a enzima em estudo apresenta quantidade
significativa de porcdes desordenadas, sendo assim, era pouco provavel que ocorresse
renaturacéo.

A temperatura relativamente alta para inicio da desnaturacéo caracteriza uma enzima
relativamente estavel, do ponto de vista térmico. Os dados obtidos com o CD corroboram o
valor tedrico quanto a estabilidade, esta expressa como indice de instabilidade através da
ferramenta ProtParam, em que a TcUH apresentou valor de 37,29. Valores maiores que 40
classificam, teoricamente, as proteinas como instaveis. O efeito estabilizador de maior
quantidade de hélices-a na estrutura ja foi também descrito na literatura (KUMAR; TSAI,
NUSSINOV, 2000).

Figura 12. Espectro de desnaturacdo térmica da enzima TcUH obtido pela técnica de dicroismo circular.

Monitoramento do minimo em 222 nm com varia¢do da temperatura durante o aquecimento (20 a 100 °C) com
resfriamento (100 a 20 °C) subsequente.

e
w

- Aquecimento

- Resfriamento

0 20 40 60 80 100
0 (°C)

Fonte: A Autora.

4.1.4 Espalhamento de raios X a baixo angulo

A Figura 13a mostra a curva de espalhamento de raios X, proveniente da TcUH em
solucéo e na Figura 13b tem-se o grafico de Guinier. Verifica-se que o raio de giro pode ser

calculado com razoével qualidade, pelo programa AUTORG, valendo 35,80 A. Esse valor,
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calculado experimentalmente para a enzima em solucéo, esta acima do calculado teoricamente
para 0 monémero modelado por homologia, que foi estimado pelo programa CRYSOL como
sendo igual a 25,73 A.

Figura 13. (a) Curva de intensidade de espalhamento obtida da TcUH a 5 mg mL-1 e (b) grafico de Guinier.
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0.001 0.002 0.003 0.004 0.005 0.006 0.007
52
sub 001 3rdcorr.dat — Guinier Fit Residuals

Fonte: A Autora.

Efetivamente, depois de calculada a curva de espalhamento em escala logaritmica na
ordenada (Figura 14a) e a funcdo de distribuicdo de distancia (Figura 14b) utilizou-se o
programa DAMMIN para o calculo do envelope da enzima em solucdo (Figura 15) na qual se
observa que em solucdo, nas condi¢Ges de medida, a particula deve ser um tanto maior que
um simples monémero, em que pese este modelo ndo possuir os 87 residuos do N-terminal.
Tal resultado pode ser esperado ja que sua homologa de maior identidade apresenta-se
biologicamente como dimero (KLEPP et al., 1990; KESSLER; RETEY; SCHULZ, 2004).
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Tentativas de modelagem do dimero em tal envelope pelos programas MASSHA e

OLIGOMER mostraram-se infrutiferas, todavia, o que poderia indicar eventual equilibrio

entre as duas formas em solucdo, levando-se em consideracdo inclusive a curva da figura 14b

Figura 14. (a) Curva de espalhamento em escala logaritmica na ordenada; (b) Funcdo de distribuicdo de

distancias para a TcUH.

&
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0 0.05 0.1 0.15 0.2
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sub_001_3rdcorr.dat — Fit
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Fonte: A Autora.

[rTrrrr1rryr1rryr1rrJ1rrrj1
0 20 40 60 80 100
r

— pir)
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Figura 15. Sobreposicdo do modelo por homologia com o modelo de esferas para a particula em solugéo.

Imagem obtida por meio do programa Pymol.

Fonte: A Autora.
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4.2 PROCEDIMENTOS COMPUTACIONAIS
4.2.1 Construcdo do modelo
4.2.1.1 Busca por proteinas homdlogas e alinhamento das sequéncias

Na auséncia de dados experimentais de alta resolugdo sobre a estrutura 3D da TcUH,
foi dada sequéncia ao trabalho por meio da técnica de modelagem molecular comparativa.

Por meio da ferramenta BLAST, foram identificadas 14 proteinas homologas, de 10
diferentes organismos. Com a ferramenta MHOLIline os modelos foram classificados com
pontuacdo BATS para apenas 6 estruturas, das quais 3 de organismos diferentes. Assim, a
selecdo dos moldes levou ao uso de estruturas de 3 diferentes organismos, como sugeridas
pelo MHOLIine, e de maior resolucdo entre as repetidas desde que contivesse os ligantes,
(Tabela 3).

O grau de identidade entre as proteinas homdlogas usadas para modelagem e a alvo
foram sempre superiores a 34 %. Sequéncias de residuos de amino&cidos de proteinas com
cerca de 25 % de identidade ou superior podem ser utilizadas para construir um modelo para a
proteina alvo (SANTOS FILHO; ALENCASTRO, 2003).

Tabela 3. Dados das proteinas homdlogas a enzima TcUH, obtidos a partir de alinhamentos feito com as
estruturas depositadas no PDB.

Codigo  Resolucdo  Proteina/Organismo Cobertura Identidade
(A) (%) (%)
1UWK 2,23 Urocanase/Pseudomonas putida 81 36
2FKN 2,20 Urocanase/Bacillus subtilis 79 35
1X87 2,40 Urocanase/Geobacillus 81 36

stearothermophilus

Fonte: A Autora.

O alinhamento feito pelo programa computacional T-coffee estd apresentado na
Figura 16. Acima das sequéncias das estruturas, em vermelho, ha a representacdo das
estruturas secundarias, com setas representando fitas-3 e cilindros representando hélices-a.
Note-se que os 87 primeiros residuos do N-terminal da TcUH nédo se alinham com qualquer
trecho disponivel das estruturas molde, assim, essa regido nao foi modelada.
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Figura 16. Alinhamento da sequéncia de aminoécidos da enzima TcUH com proteinas de maior homologia
disponiveis no PDB. Figura gerada por meio do programa Aline. Em vermelho estdo representadas as estruturas
secundarias obtidas por meio do programa DSSP; em preto e tons de cinza estdo destacados os residuos de
acordo com a convencéo de Alscript Calcons.
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4.2.1.2 Construgdo propriamente dita e avaliacdo dos modelos gerados

Com o programa computacional Modeller, foram construidos 300 modelos, sem 0s
87 primeiros residuos da posi¢do N-terminal, como citado anteriormente, que foram avaliados
por meio do escore DOPE, do escore GA341 e do grafico de Ramachandran. Foi escolhido o
modelo que apresentou valor mais negativo para a funcdo de energia DOPE normalizado e
cujos poucos residuos que se apresentassem em regifes desfavoraveis no grafico de
Ramachadram nédo fossem constituintes do sitio ativo. Assim, a estrutura escolhida apresentou
DOPE normalizado igual a -0,272 e seu perfil energético, para este escore, pode ser visto na
Figura 17 junto com o do molde 1UWK, no qual foi baseada a modelagem dos ligantes.

Figura 17. Gréfico de pontuagdo por residuo do modelo construido com melhor valor DOPE em comparagdo a
estrutura de maior homologia.
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Fonte: A Autora.

O grafico de Ramachandran (Figura 18) indica que 87,2 % dos aminoacidos estdo em
regides mais favoraveis, 10,4 % nas regides adicionalmente permitidas, 1,0 % nas regides

desfavoraveis e 1,4 % proibidas.
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Figura 18. Gréafico de Ramachandran para o0 melhor modelo da enzima TcUH. As glicinas sdo representadas por
tridngulos e os demais aminoacidos por quadrados. As areas em vermelho sdo chamadas de regides muito
favoraveis; em amarelo de regides favoraveis; em bege de regifes generosamente favordveis e em branco de
regides desfavoraveis. Figura gerada por meio do programa Procheck.
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Fonte: A Autora.

O modelo final da TcUH apresentou uma organizacéo estrutural contendo hélice-a

(cor vermelha), folha-p (cor amarela), “loops” ou alcas (cor verde) e os ligantes (NAD" e
p p ¢ g

urocanato) na cor azul, como demonstrado na Figura 19. A andlise feita por meio da

ferramenta Pdbsum explicita os elementos da estrutura secundaria, indicando que o modelo da

TcUH apresenta 22 hélices-o (representadas em vermelho, Figura 20) e 17 fitas-p

(representadas em rosa).
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Figura 19. Estrutura da enzima TcUH obtida por modelagem por homologia. As hélices-o estdo representadas
em cor vermelha, as fitas-p em cor amarela, os loops ou algas em cor verde e os ligantes (NAD™ e urocanato) em
cor azul. Figura produzida com o programa Pymol.

Fonte: A Autora.

A estrutura tridimensional da proteina determinada por homologia possui 588
residuos, sendo que 221 destes estdo em estruturas secundarias de hélice-a enquanto que 72
em folha-B, de acordo com os célculos feitos com o programa DSSP, sendo assim, 37,58 % de
hélice-a e 12,24 % de folha-p em relacdo a este comprimento. Os dados de CD indicam uma
porcentagem de 49 % de hélices-a e 7,8 % de fitas-B. Todavia, deve-se relembrar que a
enzima que foi submetida ao CD apresenta na regido N-terminal o acréscimo dos 87 primeiros
residuos mais 6 residuos de histidinas que ndo foram modelados, gerando alguma distorcéo

nas porcentagens estimadas.
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Figura 20. Diagrama de topologia do modelo obtido da enzima TcUH. Em forma de bastdo vermelho estdo as
hélices-a e em setas rosas as fitas-p. Figura gerada por meio da ferramenta ProtParam.

Fonte: A Autora.

As estruturas com cédigos do PDB 1UWK, 1X87 e 2FKN sdo representadas em
sobreposicdo ao modelo da TcUH obtido (Figura 21). Pode-se notar que o modelo gerado,
guando comparado visualmente com os modelos tridimensionais das estruturas homologas,
apresenta boa sobreposicdo, ndo indicando grande quantidade de elementos estruturais
desorganizados.

Figura 21. Sobreposi¢do da estrutura da TcUH com as estruturas homologas utilizadas para construgdo do

modelo por homologia. TcUH em rosa, lTUWK em azul, 2FKN em verde e 1X87 em vermelha. Figuras
produzidas com o programa Pymol.

Fonte: A Autora.
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O NAD" (cofator) e o urocanato (substrato), inseridos também durante a modelagem,

sdo destacados, no modelo, na Figura 22.

Figura 22. Imagem destacando os ligantes inseridos durante a modelagem por homologia. O NAD" estd
representado em azul e o urocanato em vermelho. Figuras produzidas com o programa Pymol.

Fonte: A Autora.

A estrutura 1JUWK foi sobreposta ao modelo da TcUH para avalia-lo quanto a
constituicdo do sitio catalitico (Figura 23). A sobreposicdo das estruturas mostrou que, tanto o
NAD" quanto o urocanato, presentes nos sitios de ligacdo, ficaram exatamente em mesma

posicéo.
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Figura 23. Sobreposicao das estruturas das enzimas TcUH e 1UWK para visualizagdo da constituicdo do sitio
catalitico. Em vermelho estdo os ligantes da TcUH. Os ligantes da 1TUWK estdo totalmente sobrepostos. Figura
gerada com o programa Pymol.

€

Fonte: A Autora.

4.2.2 Anélise dos contatos com os ligantes

A Tabela 4, construida com dados do programa ncont, traz um resumo dos contatos
do urocanato na estrutura da TcUH. Esses dados sdo comparados com a estrutura com maior
identidade sequencial depositada no PDB (1UWK). Os residuos de interacdo até 4 A estdo

listados.
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Tabela 4. Aminoacidos que interagem com o substrato urocanato na estrutura tridimensional obtida por
modelagem por homologia da TcUH.

TcUH 1UWK
130 Tirosina 52 Tirosina
131 Glicina

210 Metionina

132 Metionina

211 Treonina

133 Treonina

217 Tirosina

139 Tirosina

222 Glicina

144 Glicina

223 Isoleucina

145 Isoleucina

257 Metionina

178 Metionina

454 Arginina 362 Arginina
547 Aspartato 443 Aspartato
559 Arginina
597 Glicina 493 Glicina
676 NAD 558 NAD

Fonte: A Autora.

Pode-se notar que, com exce¢do de dois aminoacidos, todos os contatos do substrato

(urocanato) se conservam em relacao ao sitio catalitico.

4.2.3 Docagem

No inicio dos célculos de docagem é necessario fazer algumas identificacbes e
escolhas, como por exemplo, a identificacdo do sitio de ligacdo e determinacdo do tamanho da
caixa onde os calculos de afinidade e interagdo serdo realizados, de forma que todos os
residuos de aminodcidos importantes para a inibi¢do sejam incluidos.

No tocante ao redocking do urocanato, o complexo modelado foi dividido e o
processo realizado. Depois de obtido o complexo virtual, este foi comparado com o complexo
modelado original. O resultado do redocking ndo levou a reconstrucdo deste complexo e o
motivo deve ser a ndo pontuacgdo para as interacfes tipo empilhamento n-n por parte do
AutoDock Vina, o que implicaria em acao junto a funcdo de pontuacdo. Poréem, para efeito de
analise inicial, decidiu-se mesmo assim avaliar com as func¢Ges de pontuacdo convencionais 0

comportamento computacional de algumas moléculas disponiveis de colaboradores para
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formacgédo do complexo proteina-ligante. Na Tabela 5, estdo os valores das energias obtidos

para todas as moléculas testadas.

Tabela 5. Resultado da docagem da TcUH.

MENOR ENERGIA DE
LIGANTES LIGACAO DO
MAIOR AGRUPAMENTO
/ kcal mol™

Urocanato -5,7

Doml 5,1

Dom4 -2,6

Dom?2 -0,5

Lucl 0,7

Luc2 0,7

Luc3 9,3

Jull 14,7

Jul6 15,6

Jul5 16,0

Jul3 16,1

Dom3 16,2

Jul2 16,7

Juld 18,0

Luc4 23,0

Fonte: A Autora.

Os calculos de docagem indicaram que, com excecdo das 4 primeiras que séo
listados na tabela, ndo é possivel a formagdo de complexo entre 0s compostos testados e a
enzima TcUH em condigdes padrdo. A Figura 24 mostra a imagem representativa da docagem
com a molécula de melhor interagdo (Dom1) no sitio ativo da TcUH. Vale ressaltar ainda que
um estudo mais detalhado, mediante dindmica molecular, com as moléculas, devera ser feito a

fim de obter informacGes mais detalhadas sobre os complexos.



59

Figura 24. Forma prevista do modo de ligagdo do composto Dom1, no sitio ativo da enzima TcUH. A molécula
esta representada em vermelho e em azul estad o NAD". Figura gerada com o programa Pymol.

-

Fonte: A Autora.
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5 CONCLUSOES

A expressao e purificacdo ocorreram de maneira satisfatdria, provendo quantidade
suficiente da enzima TcUH ativa para os demais estudos que foram realizados
neste trabalho;

Os ensaios de cristalizacdo permitiram a obtencdo de cristais de proteinas, porém

ndo adequados ainda para coleta de dados de difracdo de raios X.

Por meio da técnica de dicroismo circular pode-se concluir que a enzima estudada
apresenta maior quantidade de estruturas secundarias em hélices-a, além de que

inicia seu processo de desnaturacao térmica em temperatura préxima de 50 °C.

O envelope calculado para a enzima, através da técnica de espalhamento de raios
X a baixo angulo, permitiu identificar que a mesma em solucdo ndo se apresenta

como mondmero.

A enzima teve sua estrutura modelada computacionalmente. O modelo consta de

588 residuos na presenca do NAD" e do urocanato.

O estudo de docagem indicou algumas provaveis moléculas com interacéo

favoravel a partir do sitio ativo da TcUH.
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6 TRABALHOS FUTUROS

e Novos ensaios de atividade enzimatica poderdo ser realizados, com
aprimoramento, para determinagdo do Kp, e Vma, abrindo a perspectiva de

utilizacdo da mesma em ensaios para busca de inibidores in vitro.

e Ensaios de cristalizacdo deverdo ser realizados visando a obtencdo de cristais

maiores para possivel coleta de dados de difracdo e resolucdo de estrutura.

e Qutros testes por meio da técnica de dicroismo circular poderdo ser feitos
objetivando testar aditivos ou agentes crioprotetores em relacdo a estabilizacdo
da estrutura secundéria quando submetidas a elevacao de temperatura. Também,
poderdo ser determinadas as interacGes proteina-ligante e se estas sdo capazes de

alterar a conformacao estrutural.
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