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RESUMO

ALEIXO, M. A. A. Mapeamento das bases estruturais e suas correlagbes com
patogenias humanas associadas a mutacdes na fumarase humana. 2018.
112f. Tese de Doutorado. Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto —
Universidade de Sao Paulo, Ribeirdo Preto, 2018.

Fumarato hidratases ou fumarases (FH) catalisam a reacdo estereoespecifica
reversivel de hidratacdo do fumarato em L-malato. Essas enzimas se apresentam
em todas as classes de organismos, desde procariotos a eucariotos, e podem ser
encontradas nas formas mitocondrial e citosélica. A enzima tem papel importante na
producdo de energia pois participa do ciclo do &cido citrico, na resposta ao dano do
DNA e como supressor tumoral. A fumarase humana (HsFH), que pertence a classe
Il, é codificada pelo gene 1g42.1, possui 467 aminoacidos em cada mon6mero com
peso molecular de 50,2 kDa cada. Estudos associaram muta¢des no gene da FH
com diversas doencas humanas como aciduria fumarica, leiomiomatoses de utero e
pele (MCUL), que quando associadas com um agressivo carcinoma multiplo de
células é conhecido como leiomiomatose hereditaria e céncer renal (HLRCC).
Apesar da grande importancia da fumarase humana no metabolismo energético,
ainda ha pouca informacdo em relacdo ao mecanismo catalitico adotado pela
enzima e o efeito estrutural e cinético causado pelas mutacdes envolvidas com
essas doencas. Diante disso, nosso trabalho utilizou uma abordagem hibrida que
envolve a caracterizacao biofisica, bioquimica e estrutural da enzima HsFH, e seus
mutantes: N107THsFH, H180RHsFH, Q185RHsFH, K230RHsFH,
G282VHsFH, E362QHsFH, S365GHsFH e N373DHsFH, identificados em pacientes.
Estudos cinéticos foram realizados em sete diferentes pHs e, pela primeira vez para
fumarases, 0 ensaio foi realizado com os dois substratos presentes na mesma
mistura reacional, confirmando a contribuicdo da reacao reversa para a velocidade
global da enzima. De acordo com os estudos de termoflior a proteina é estabilizada
em pHs alcalinos e através da ligacdo de compostos no sitio ativo. A estrutura da
enzima HsFH nativa foi resolvida a 1,8 A e identificou a presenca de moléculas de
HEPES complexadas na regido C-terminal da enzima. Os estudos cinéticos
demonstraram um aumento da eficiéncia catalitica na presenca do HEPES,
sugerindo um possivel papel alostérico de seu sitio de ligacdo para a atividade
catalitica. Foram determinadas as estruturas para o0s mutantes N107THsFH,
H180RHsFH, Q185RHsFH, K230RHsFH, E362QHsFH, S365GHsFH e N373DHsFH.
As mutacbes Q185R, E362Q, S365G e N373D foram identificadas no sitio ativo
afetando diretamente a capacidade da proteina em ligar os substratos, enquanto que
a mutacdo H180R foi localizada no sitio B, que conduz os substratos e produtos
para dentro e fora do sitio ativo. Ja a mutacdo K230R esta localizada no dominio
central, mas os resultados de termofldor demonstram um efeito direto na capacidade
da enzima em acomodar o substrato. A mutacdo N107T, localizada longe do sitio
ativo foi a Unica que permaneceu ativa e teve seus parametros cinéticos residuais
determinados. O presente trabalho contribui para o entendimento das bases
estruturais que correlacionam mutacbes na HsFH, deficiéncia enzimatica e
patologia.

Palavras-chave: fumarato hidratase, doencas raras, cristalografia, cinética
enzimatica, termoflior



ABSTRACT

ALEIXO, M. A. A. Mapping the structural basis and its correlation with human
pathogenesis associated with human fumarase mutations. 2018. 112f. Thesis of
Doctoral. Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto — Universidade de
Séao Paulo, Ribeirdo Preto, 2018.

Fumarate hydratases or fumarases (FH) catalyze the reversible stereospecific
hydration of fumarate to L-malate. They are present in all classes of organisms, from
prokaryotes to eukaryotes, and can be found in the mitochondrial and cytosolic
forms. The enzyme has an important role in energy production as part of the well-
known Citric Acid Cycle, in DNA damage response and as tumor suppressor. Human
fumarase (HsFH) belongs to class Il and is encoded by 1g42.1 gene. HsFH is
tetrameric and has 467 amino acids per monomer, with predicted molecular weight of
50.2 kDa. Several studies associated FH gene mutations with some human diseases
such as fumaric aciduria, multiple cutaneous and uterine leiomyomatosis (MCUL),
which when associated with an aggressive form of multiple cell carcinoma is known
as hereditary leiomyomatosis and renal cancer (HLRCC) syndrome. Although the
major role of HsFH in energetic metabolism, there are still little structural and kinetic
information about the mutants involved in these diseases. Thus, this study aims,
through a hybrid approach, composed by biophysics, biochemical and structural
characterization of mutants N107THsFH, H180RHsFH, Q185RHsFH, K230RHsFH,
G282VHsFH, E362QHsFH, S365GHsFH and N373DHsFH identified from patients.
Steady-state kinetics studies were performed in seven different pHs and, for the first
time, the contribution of both substrates was analyzed simultaneously in a single
kinetic assay and allowed to quantify the contribution of the reverse reaction for
kinetics. According to thermofluor studies, structural stability can be achieved at
alkaline pHs and suggests that ligand binding can modulate the protein stability.
HsFH crystal structure was solved at 1.8 A resolution and identified HEPES
molecules complexed with the enzyme C-terminal region. Kinetics studies with
HEPES showed an increase of the catalytic efficiency and suggests that HEPES
binding site might have an allosteric role. Crystal structures for the mutants
N107THsFH, H180RHsFH, Q185RHsFH, K230RHsFH, E362QHsFH, S365GHsFH
and N373DHsFH were determined. The mutations Q185R, E362Q, S365G and
N373D were identified in the active site and affect the substrate binding capacity
directly, while mutation H180R was localized in the B site, which conducts the
substrates and products in and out the active site. The mutation K230R is localized in
the central domain, but thermofluor results demonstrate a direct effect on the ability
of the enzyme to accommodate the substrate. The N107T mutation located far from
the active site was the only one that remained active and had its residual kinetic
parameters determined. The present work contributes to the understanding of the
structural bases that correlate mutations in HsFH, enzymatic deficiency and
pathology.

Keywords: fumarate hydratase, rare diseases, crystallography, enzymatic kinetics,

thermofluor
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1. INTRODUCAO

1.1 Doencas Raras

O grupo de doencas consideradas raras € formado por 5000 a 7000
condicdes clinicas anormais, que nao ocorrem com frequéncia em determinada
regido, que podem afetar qualquer sistema do corpo humano, serem cronicas e de
dificil diagnéstico e tratamento [1]. Portanto, a definicdo de doenca rara incorpora
doencas de diferentes etiologias, como de origem genética, autoimune, canceres
raros e doencas infecciosas [2]. Segundo a Organizacdo Mundial de Saude — OMS
para uma doenca para ser considerada, ela deve afetar menos de 65 pessoas a
cada 100.000 habitantes [3], porém, cada pais ou bloco regional utiliza uma
definicdo que pode ser baseada em numeros absolutos de doentes ou prevaléncia
dessas doencas [4]. Estima-se que existam 400 milhdes de pacientes no mundo
afetados por doencas raras [2], destes, 30 milhdes estdo na Unido Europeia e outros
30 milhdes nos Estados Unidos [1, 2].

Entre as doencas consideradas raras mais conhecidas estdo fibrose
cistica, hemofilia, fenilcetonuria e a sindrome respiratéria aguda grave (SARS). No
entanto, devido a distribuicbes geograficas desiguais uma doenca pode ser
considerada rara em uma regido ou determinada populacdo, mas perder essa
denominacéao por ser frequente em outra, como é o caso da talassemia, considerada
rara no norte europeu, mas frequente no Mediterraneo [5]. Esse cenario pode ser
modificado, uma vez que a migracdo de pessoas vem aumentando, introduzindo
doencas inexistentes em determinada regido ou novos casos de doencas antes
consideradas raras.

Em todo o mundo legislacBes especificas para doencas raras vem sendo
estabelecidas. Apesar de negligenciadas no passado, nas Ultimas décadas novos
investimentos em pesquisa voltada para as doencas raras vém sendo realizados.
Em 1983 os Estados Unidos lancaram o Orphan Drug Act, que estimulou a pesquisa
de novos medicamentos para as doencas raras, concedendo financiamento para
pesquisa académica, créditos fiscais para despesas de ensaios clinicos e
exclusividade de mercado por sete anos, durante 0sS quais nenhum outro
medicamento para a mesma doenca seria aprovado [4]. Entre 1984 e 2015 o Food

and Drug Administration (FDA), 6rgdo que regulamenta a producdo e venda de



medicamentos nos Estados Unidos, concedeu 3.647 designacdes de medicamento
orféo e aprovou para venda 554 medicamentos [4].

Na Unido Europeia, a primeira legislacdo voltada para o desenvolvimento
de medicamentos 6rfaos e pesquisa nas doencas raras foi a EU Regulation No
141/2000, que assim como nos Estados Unidos, além da redugdo de taxas e
incentivos para a pesquisa de novos medicamentos, garante exclusividade de
mercado para os medicamentos 6rfaos aprovados, nesse caso de dez anos [2].

Para se enquadrar na designacdo de 6rfao, tanto nos Estados Unidos
guanto na Unido Europeia (EU), o produto tem que estar relacionado com
diagnéstico ou tratamento de uma doenca que afete até 5 pessoas em 10.000
habitantes (critério de prevaléncia) ou que o retorno do investimento apos
comercializacdo ndo seja o suficiente para o investimento no produto (critério do
retorno do investimento). Na EU existem ainda mais dois critérios: A) de gravidade,
ou seja, 0 produto tem que estar relacionado com o diagnostico, tratamento ou
prevencao de uma condicado que oferece risco de morte ou que seja crbnica e B) de
significancia, em que nado exista outro produto de diagndstico, tratamento ou
prevencdo para a mesma doenca ou, se existir, que o candidato traga mais
beneficios [2].

O Brasil, que utiliza a mesma definicdo de doenca rara que a OMS, nos
ultimos anos vem desenvolvendo politicas publicas que englobam o diagndstico e o
tratamento dessas doencas [6]. Em 2014 foi aprovada a Politica Nacional de
Atencao Integral as Pessoas com Doencas Raras que estabeleceu diretrizes sobre o
diagndstico, tratamento e acompanhamento em longo prazo de pacientes com
doencas raras pelo Sistema Unico de Saude (SUS) [6]. No entanto, embora em vigor
h& quatro anos, pouco foi realizado. Em 2018, o Senado Federal aprovou um projeto
que institui a Politica Nacional para Doencas Raras no Sistema Unico de Saude
(SUS), do qual a partir da sua implementacédo € esperado que novos medicamentos
e métodos diagndsticos sejam incorporados ao SUS e auxiliem a deteccdo e
tratamento precoces.

Dentre as mais de 5.000 doencas classificadas como raras existe a
leiomiomatose cutdnea e uterina multipla (Multiple Cutaneous and Uterine
Leiomyomatosis — MCUL, OMIM 150800), a sindrome de leiomiomatose hereditaria
e carcinoma de células renais (Hereditary Leiomyomatosis and Renal Cell Cancer —

HLRCC, OMIM 605839) e doengas metabdlicas como a aciddria fumarica ou



deficiéncia de fumarase (OMIM 606812), todas essas relacionadas com alteracdes
na atividade da enzima fumarato hidratase (fumarase — FH) [7].

A MCUL é caracterizada pela presenca de tumores de musculo liso
benignos, localizados na pele e em mulheres também no Utero. Esses tumores
podem formar nodulos, esparsos ou agregados com alta concentracdo de fibras de
coladgeno ao seu redor [8]. Leiomiomas cutaneos sao tipicamente sensiveis as
temperaturas mais baixas e a abrasdo, mais comuns em mulheres do que em
homens, e se desenvolvem entre 20 e 40 anos de idade como papulas intradermais
[9]. Mulheres que desenvolveram leiomiomatose uterina podem manifestar
sangramento intenso durante o periodo menstrual, dor pélvica, aumento do volume
abdominal e infertilidade, que provocam graves impactos negativos na qualidade de
vida dessas pacientes [10, 11]. Quando associada ao desenvolvimento de tumores
nas ceélulas renais, &€ conhecida como HLRCC. Embora existam apenas 200 casos
de HLRCC reportados no mundo, essa sindrome apresenta tumores extremamente
agressivos, que podem produzir metastases mesmo quando o tumor original é
pequeno (< 1 cm) [8, 12]. Os pacientes relatados com MCUL e HLRCC
apresentaram mutacfes heterozigotas no gene que codifica a enzima FH e por
consequéncia, alteracdes na sua atividade [7, 11].

A aciduria fumarica, € um transtorno metabdlico caracterizado por minima ou
nenhuma atividade da enzima FH e presenca de concentracdes elevadas de acido
fumarico na urina dos pacientes; esta relacionada com mutacbes homozigotas no
gene que codifica a enzima. Possui um inicio rapido e diversas manifestacbes
clinicas como hipotonia, convulsdes, problemas respiratérios e malformacdes
cerebrais [13, 14]. A expectativa de vida desses pacientes € baixa, ou seja, levando
a morte nos primeiros anos de vida [15]. No Brasil o primeiro caso foi reportado em
2010, em uma crianca, filha de primos consanguineos, que apresentou um quadro

clinico complicado desde o nascimento, levando a morte no quarto més [16].



1.2 Fumarases

Fumarase foi o termo cunhado por Batelli e Stern, em 1911, para a enzima
isolada de tecido animal capaz de converter 4cido fuméarico em acido malico. Em
1922, Dakin mostrou que todo o acido malico formado era na forma do isémero L
[17]. Assim, as fumarato hidratases ou fumarases (FH) catalisam a reacgao
estereoespecifica e reversivel de hidratacdo de fumarato a L-malato (Figura 1).
Essas enzimas estdo presentees em uma grande variedade de organismos, como
bactérias, leveduras, plantas, invertebrados e mamiferos, e podem ser encontradas
nas formas mitocondrial e citosélica. Na década de 1950, dois conjuntos de estudos
sobre fumarase foram publicados, um em Cambridge por Masey [18-20] e o outro
nos Estados Unidos por Alberty [21-26].

H COO H COO
Fumarase =
[— H,O H g
+ —— "'lu”IH
“0O0C H ‘0O0C OH
Fumarato L-Malato

Figura 1. Reagdo enzimética catalisada pela enzima fumarase (FH).

A enzima fumarase mitocondrial participa do Ciclo do acido citrico (Ciclo do
acido tricarboxilico — TCA ou Ciclo de Krebs) convertendo fumarato em L-malato na
sétima etapa do ciclo (Figura 2). Estudos recentes demonstraram que a forma
citosolica esta envolvida no ciclo da ureia, no metabolismo de aminoacidos e
também atua como supressor tumoral [11, 27-29].

Fumarases sdo comumente divididas em duas classes distintas (I e Il) de
acordo com seu estado oligomérico, dependéncia de metais e sensibilidade ao

oxigénio [30].
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Figura 2.Ciclo do &cido citrico (Ciclo do &cido tricarboxilico — TCA ou Ciclo de Krebs). Estruturas das
enzimas participantes do ciclo, ou parte dos complexos, retiradas do Protein Data Bank (PDB).
Citrato-sintase (codigo PDB: 2CTS), Aconitase (cédigo PDB: 2B3Y), Isocitrato-desidrogenase (cédigo
PDB: 5YFN), Complexo a-cetoglutarato-desidrogenase (cédigo PDB: 2JGD), Succinil-CoA sintetase
(cédigo PDB: 2FP4), Succinato-desidrogenase (cédigos PDB: 1NEK), Fumarase (cddigo PDB: 3E04),
Malato-desidrogenase (cédigo PDB: 1MLD).

1.2.1 Fumarases classe |

Fumarases de classe | sdo homodiméricas, de peso molecular em torno de
120 kDa, contendo um complexo de ferro-enxofre (4Fe-4S) no centro catalitico, sao
sensiveis ao oxigénio e consideradas termolabeis [31]. Fumarases de classe | sédo
expressas em bactérias (fumarase A e B de E. coli) e alguns eucariotos unicelulares
[31, 32].

Tripanossomatideos, como o Trypanosoma cruzi e Leishmania major,
possuem somente fumarases de classe |, localizadas na mitocondria e no citosol, e
gue séo codificadas por dois genes distintos. O complexo de 4Fe-4S esta associado
a fumarase através da interagcéo de trés de suas moléculas de ferro com os enxofres

de trés residuos de cisteina. Sua participagdo na atividade enzimética se da pelo



unico ferro livre, que atua como um acido de Lewis interagindo com oxigénios
carboxilicos dos substratos fumarato e L-malato [33].

Embora estejam presentes em diversos organismos de importancia para a
saude da populacdo, poucos dados estruturais sobre essas enzimas estdo
disponiveis. A busca no banco de dados de proteinas (Protein Data Bank — PDB)
revelou apenas uma estrutura de fumarase de classe | descrita, a fumarase
citosélica de Leishmania major (LmFH-2), depositada com o cédigo PDB: 5L2R
(Figura 3) [34].

Cis133
Yy

Cis252

L-malato

Cis346

Figura 3. Representacdo da estrutura tridimensional da enzima LmFH-2. A) Representagdo do
dimero da fumarase de L. major. Em azul estdo as hélices a e em rosa as fitas . Em amarelo e
laranja, representado em stick, esta o cluster [4Fe-4S]. B) Cluster [4Fe-4S] em destaque. Em verde
estdo representados os residuos de cisteina que participam da ligagdo e em rosa o substrato L-
malato. Atomos de enxofre estdo em amarelo, ferro em laranja, oxigénio em vermelho, nitrogénio em
azul e carbonos em rosa ou verde. (PDB ID: 5L2R)

Estudos envolvendo as fumarases de classe | abordam principalmente a
possibilidade de uso dessas enzimas como alvo terapéutico contra, especialmente,
doencas parasitarias, uma vez que entre classe | e classe Il de fumarases observa-
se uma baixa similaridade, de aproximadamente 20% [35] e humanos apresentam
apenas fumarase de classe Il. Ou seja, devido ao papel fundamental que a FH

exerce no metabolismo desses parasitas e a diferengca com relacdo a enzima

humana, o desenvolvimento de farmacos seletivos e especificos se torna possivel.



1.2.2 Fumarases classe Il

As fumarases de classe Il fazem parte da superfamilia aspartase/fumarase,
um grupo de enzimas que compartilham caracteristicas de arranjo terciério e
quaternario, assim como a arquitetura do sitio ativo (Figura 4) [36]. Uma
caracteristica da superfamilia é que as enzimas que a compde catalisam reacfes
envolvendo substratos que possuem o grupo succinil e fornecem fumarato como
produto final [36]. Algumas das enzimas que fazem parte da superfamilia
aspartase/fumarase e que foram mais bem estudadas s&o: fumarase classe I,

aspartase, argininosuccinato liase, adenilosuccinato liase [36].

Figura 4. Superfamilia da Aspartase/Fumarase. Representacdo em cartoon do monbémero de
algumas enzimas da superfamilia. A) Fumarase humana (Codigo PDB: 5D6B, artigo ndo publicado),
B) Aspartase de Bacillus sp. cepa YM55-1 (Cédigo PDB: 3R6V [37]), C) Adenilosuccinato liase de
Escherichia coli (Codigo PDB: 2PTR [38]) D) Tetramero de FumC de E. coli representando a estrutura
guaternaria das fumarases de classe Il (Codigo PDB: 1YFE [39]). O circulo preto indica a regido de
um dos quatro sitios ativos da enzima.



As enzimas pertencentes a essa superfamilia possuem um mecanismo de
catalise acido-base comum [36, 40-43], em que um préton do C-3 do substrato €
retirado por uma base da enzima. O carbanion resultante é estabilizado com um
intermediario aci-carboxilado, com duas cargas negativas. Por fim, a ligacdo C-N é
gquebrada (C-O para fumarases) e a saida do subproduto pode ser facilitada pela
presenca de um acido da enzima que doa um préton (Figura 5) [36]. Acredita-se que
os residuos envolvidos na catélise sejam Ser 186, Ser 187, Arg 188, His 235, Glu
362, Lys 371, Ans 373 e Glu 378.

Aspartase

—%—NH;

—%—NH
>:NH
HN
X=
_g_OH
Fumarase
HsN
0]
HO

PO,
Argininosuccinato liase Adenilosuccinato liase
0. 0 0. o 0 0 0. O
S ‘-Q:;_ e T RN H:B
_ AH
e . . .
At (B AR { H:B l { H:B T
A M o ST AN
X - X7 , D + XH
T [T T A T
oy O 07 O o~ e o~ 0-

/

N

Figura 5. Representacdo da proposta de mecanismo catalitico para as enzimas Aspartase,
Fumarase, Argininosuccinato liase e Adenilosuccinato liase. Figura modificada de Veetil et al. [36].

Fumarases de classe Il sdo homotetraméricas, de peso molecular em torno
de 200 kDa e independentes de metais [31]. Sd0 expressas em bactérias (fumarase
C de E. coli) e eucariotos superiores como mamiferos [44, 45]. Estruturalmente, essa
classe de fumarases € caracterizada como proteinas predominantemente compostas
de hélices a divididas em trés dominios (D1, D2 e D3), sendo D2 o principal
responsavel pelas interagdes que estabilizam o tetramero. A fumarase humana

7

(HsFH), que pertence a classe Il, é codificada pelo gene 1qg42.1, possui 467
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aminoacidos em cada monémero, peso molecular de 50,2 kDa e ponto isoelétrico
teorico de 6,91 [46].

A primeira estrutura descrita para fumarases de classe Il foi para FumC de
E. coli em 1995 por Weaver et al., que confirmou a forma tetramérica da proteina e
subdividiu cada monémero em subdominios [47]. A partir dos estudos estruturais
com a FumC foram determinados os residuos considerados cataliticos, que cada
sitio era formado por regides de trés dos quatro monémeros e a presenca de um
segundo sitio de ligacdo para os substratos denominado sitio B [30, 47, 48].
Atualmente existem 25 estruturas de fumarases de classe Il determinadas no PDB.
Na figura 6 esta representado o alinhamento da sequéncia dos residuos de
aminoacidos de algumas fumarases de classe II.

A localizacao citosolica e mitocondrial das fumarases de classe Il se deve a
diferentes mecanismos nos diferentes organismos. No caso de leveduras, como
Saccharomyces cerevisiae, que possuem somente um gene para fumarase (FUM1),
essa dupla localizacdo acontece por translocacéo reversa, em que um unico produto
de translacdo é formado, com enderecamento para a mitocondria, porém apoés a
retirada do peptideo de enderecamento uma parte dessas proteinas retorna para o
citosol, movimentacdo que é determinada pelo enovelamento da proteina [29, 49].
Ja em ratos, que também possuem somente um gene codificador de fumarase, a
dupla localizac&o acontece pela formacéo de dois produtos de translacao derivados
do mesmo RNAm [29]. Diferente da maioria dos eucariotos, a planta Arabidopsis
thaliana possui dois genes para fumarase, um codifica a proteina enderecada para a
mitocondria (FUM1) e outro uma proteina menor, sem o0 peptideo de
enderecamento, que é citosdlica (FUM2). Essas duas fumarases possuem 95% de
similaridade, diferindo somente na regido N-terminal [29].

Para a HsFH, o modo como a dupla localizacdo ocorre é pela producao de
dois RNAmM que produzirdo duas proteinas com tamanhos diferentes, uma
enderecada para a mitocondria, com 44 residuos a mais no N-terminal, e outra

menor, que permanece no citosol [50].
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Figura 6. Alinhamento das sequéncias de residuos de amino&cidos de fumarases de class Il: humana
(HsFH), Saccharomyces cerevisiae (ScFH), Eschericia coli (FumC), Rickettsia buchneri (RbFH),
Thermus aquaticus (TaFH) e Mycobacterium tuberculosis (MtFH). Em destague estdo as regides do
monémero que compde o sitio. Regido 1 estd em vermelho, regido 2 em azul e regido 3 em roxo.
Residuos cataliticos estdo marcados com uma estrela. A caixa verde indica a posi¢éo do sitio B.

A deficiéncia na atividade da HsFH causa uma diminuigdo na producéo de

energia devido a interrupcao do fluxo de metabdlitos pelo ciclo do &cido citrico [51].

A fumarase humana também é considerada um supressor tumoral e estudos

recentes classificam o fumarato como um oncometabdlito, ou seja, a presenca de
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altos niveis de fumarato no organismo € um indicador do desenvolvimento de cancer
[52].

1.2.2.1 Mutagbes da enzima fumarase humana

Em 2010, Bayley et al. sistematizaram um banco de dados contendo todas
as mutacoes reportadas para o gene da fumarase (EC 4.2.1.2) associadas a casos
clinicos (www.lovd.nl/FH). Duzentas e sete variagdes no gene que codifica a HsFH ja
foram reportadas. Dentre elas, o tipo mais frequente é a missense (50%), seguida de
mutacdes silenciosas (16%), frameshifts (11%) e nonsense (9%), que resultam em
proteinas truncadas e diversas delecdes, insercdes e duplicacdes [9]. As mutacdes
missense estao distribuidas por todas as regides da proteina, sendo 23 no D1, 75 no
D2 e 6 no D3.

Uma analise das mutacOes reportadas em pacientes mostra que a maioria
esta relacionada com o desenvolvimento de MCUL e HLRCC e que a posicao das
mutacbes nao tem relacdo direta com o tipo de enfermidade desenvolvida pelo
paciente. As mutacdes relatadas possivelmente afetam a estabilidade estrutural da
proteina e a busca por moléculas que estabilizam esses mutantes pode ser uma
estratégia no desenvolvimento de novos farmacos para o tratamento dessas

doencas.

Infelizmente, ainda ndo ha tratamento especifico para combater o0s
transtornos metabdlicos causados pela deficiéncia de fumarase. Embora FHs de
diferentes organismos tenham sido estudadas [21-26, 53-55], uma caracterizacéo

cinética detalhada da HsFH ainda nao foi reportada.

O estudo detalhado da fumarase humana e seus mutantes, além de
possibilitar um melhor entendimento sobre o comportamento da enzima e elucidar o
impacto das mutacbes sobre sua funcdo e estrutura, podera também fornecer

importantes bases estruturais para o desenvolvimento de novas terapias.

Sendo assim, o presente trabalho visa utilizar métodos de biologia estrutural
para mapear as caracteristicas biofisicas, bioquimicas e estruturais da proteina
nativa e de mutantes selecionados, de forma a contribuir para a compreensao dos

mecanismos moleculares que modulam o desenvolvimento das doencas raras
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diretamente relacionadas com mutacfes na fumarase. Neste trabalho, combinamos
0 uso das técnicas difracdo de raios X por monocristais, varredura por fluorimetria
diferencial, espalhamento dindmico de luz e cinética enzimética para caracterizar os
efeitos de cada mutacdo na estrutura da proteina, na estabilidade de seu arranjo
oligomérico e na sua atividade catalitica.

Foram selecionadas 8 mutacdes missense, ou seja, mutacfes genéticas que
resultam na substituicdo de um residuo de aminoacido, reportadas para pacientes
com MCUL (N107T, H180R, Q185R, K230R e G282V) [7, 11], HRLCC (S365G e
N373D) [56, 57] e Acidlria Fumarica (E362Q) [7], localizadas ao longo das regifes
gue compde o sitio ativo e proximas a ele e que séo reportadas mais de uma vez em
pacientes [9]. As mutacdes selecionadas para este estudo estéo na figura 7.

H180R

N107T

Q185R

Figura 7. Representagdo em cartoon do mondmero da HsFH. Em rosa estdo destacadas as
localizagdes dos residuos mutantes escolhidos para esse trabalho
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2. OBJETIVOS

Considerando o importante papel da fumarase no ciclo do &cido citrico e
como supressor tumoral, este trabalho visa a caracterizagdo fumarase humana
nativa assim como dos mutantes E362Q, G282V, H180R, K230R, N107T, Q185R,
S365G, N373D identificados em pacientes e localizados em diferentes dominios da
proteina. Para tanto serd utlizadas as técnicas de difracdo de raios X em
monocristais, varredura por fluorimetria diferencial, espalhamento dinamico de luz e
caracterizacdo por cinética enzimatica com o objetivo de caracterizar os efeitos de
cada mutacdo na estrutura da proteina, na estabilidade do arranjo oligomérico da

proteina e na sua atividade catalitica.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Mutagénese sitio-dirigida para producdo dos mutantes G282VHsFH,
H180RHsFH, K230RHsFH e N107THsFH

As mutagOes foram realizadas utilizando o kit QuikChange® Il XL SiteDirected
Mutagenesis Kit (Stratagene California). Esse método permite a replicacéo de todo o
plasmideo do DNA molde, utilizando primers centrados no local da mutacéo, que se
sobrepde para ambos os lados [58]. Dessa forma € possivel obter o plasmideo do
mutante de interesse sem a necessidade de subclonagens. Foi utilizado como molde
a enzima HsFH nativa anteriormente clonada em nosso laboratorio no vetor de
expressao pET-28a(+)-SUMO.

A primeira etapa de producdo dos mutantes € a amplificacdo do gene a partir
de primers contendo a mutacdo (Tabela 1) utilizando a enzima Phusion DNA
polimerase (NEB), em um termociclador (Mastercycle Gradient — Eppendorf). Para
cada mutante foram testadas duas concentracdes de Mg*? (1,5 e 2,0 mM). Cada
reacdo contém 1x de Buffer GC 5x (NEB), 50 ng do gene da HsFH nativa, 1 uM de
primer forward, 1 uM de primer reverse, 200 uM de dNTPmix (Invitrogen), 2 U da
enzima Phusion DNA polymerase (NEB), 3% (v/v) DMSO e 1,5 ou 2,0 mM de Mg*?
em 50 pL de reacado. A reacdo compreendeu uma desnaturacgao inicial a 98 °C por
30 s, seguida de 25 ciclos de desnaturacéo (98 °C por 30 s), anelamento (72 °C por
30 s) e extensao (72 °C por 2 min), com extensdao final a 72 °C por 10 minutos. Ao
término da amplificacédo foram adicionados a cada mistura reacional 3,3 pL de Tango
Buffer (Thermo Fisher Scientific) e 1 yL da enzima Dpnl (10 U/uL - Thermo Fisher
Scientific). Cada reacédo foi incubada a 37 °C por duas horas e a inativacdo da
enzima foi realizada por incubacéo a 80 °C por 20 minutos. Ao término da inativacéo
as reacoes foram purificadas utilizando o kit QIAquick PCR Purification (Qiagen),

seguindo as instrucdes do fabricante.
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Tabela 1. Oligonucleotideos utilizados nas mutagfes sitio-dirigidas N107THsFH, H180RHsFH,
K230RHsFH e G282VHsFH.

Nome Sequéncia (5’ - 3’)
HsFH N107T Fwd CCATAATCCTGAGTAACTTCTGCGGCCGCACGTT
HsFH N107T Rev AACGTGCGGCCGCAGAAGTTACTCAGGATTATGG
HsFH Q185R Fwd GGAAGGTGTCGTTAGAGCTACGAGATTTGTTCACGTGATC
HsFH Q185R Rev GATCACGTGAACAAATCTCGTAGCTCTAACGACACCTTCC
HsFH K230R Fwd CTGCGTGTGGGTACGACCAATACGGATGATTTGGGCGAATTCTTTT
HsFH K230R Rev AAAAGAATTCGCCCAAATCATCCGTATTGGTCGTACCCACACGCAG
HsFH G282V Fwd TGCGGGTATTCAGAACGGTACCCACAGCG
HsFH G282V Rev CGCTGTGGGTACCGTTCTGAATACCCGCA

Uma aliquota de cada reacdo foi utilizada para transformar bactérias
competentes por eletroporacdo, em uma cubeta de 0,4 cm, com pulso de 1,8 kV a
25 yFd e 100 Q (BioRad GenePulser Xcell). As células foram semeadas em meio
LB solido adicionado de 30 pg/mL de canamicina, em uma placa de Petri e
incubadas em estufa bacteriologica por 16 horas a 37 °C. As colbnias selecionadas
foram posteriormente inoculadas em 10 mL de meio LB com 30 pg/mL de
canamicina, incubadas a 37 °C, por 16 horas e em agitacdo de 180 rpm (Shaker
INFORS HT Multitron Pro). As células foram coletadas por centrifugacdo em 16000 x
g a 4 °C, o DNA foi extraido utilizando-se o kit Wizard® Plus SV Minipreps DNA
Purification System (Promega) seguindo as instru¢des do fabricante e entdo enviado

para sequenciamento para confirmar a presenca da mutacao.

3.2 Producéo heterdloga da enzima HsFH nativa e seus mutantes

Os genes que codificam as enzimas HsFH nativa e os mutantes e
H180RHsFH, E362QHsFH, S365GHsFH e N373DHsFH foram previamente clonados
em nosso laboratorio em vetor pET-28a(+)-SUMO pelo nosso grupo de pesquisa
[59]. O vetor pET-28a(+)-SUMO é uma versdo modificada do vetor pET-28a(+) que
possui 0 gene de codificacdo da proteina Smt3 de 11kDa, ubiquitina de
Saccharomyces cerevisae (UniProtKB/Swiss-prot: Q12306.1), chamada de SUMO.
Essa construcdo permite a expressao da SUMO fusionada a uma cauda de poli-

histidina na extremidade N-terminal da proteina de interesse. A clivagem para
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retirada da SUMO é feita pela SUMO-protease ULP1 (Ubiquitin-like-specific Protease
1 — EC 3.4.22.68) de Saccharomyces cerevisae (UniProtKB/Swiss-prot: Q02724.1).

Cepas de E. coli BL21 (DE3) competentes foram transformadas, por meio de
choque térmico [60]. As bactérias, previamente armazenadas a -80 °C, foram
descongeladas em gelo por 15 minutos. Em seguida, 200 ng do DNA da HsFH foram
adicionados em 50 pL da suspensdo de bactérias competentes e gentiimente
homogeneizados. A mistura foi incubada em gelo durante 30 minutos, seguido de
choque térmico a 42 °C por 2 minutos. Posteriormente, as bactérias foram mantidas
em gelo por mais 5 minutos e em seguida foram adicionados 250 pL de meio de
cultura LB; a suspensao foi colocada sob agitacdo de 180 rpm (Shaker INFORS HT
Multitron Pro) a 37 °C por 1 hora.

Terminado o tempo de incubacédo, 80 pL da suspensdo de células foram
semeadas em meio LB solido, preparado em uma placa de Petri, previamente
homogeneizado com 30 pg/mL do antibidtico canamicina. A placa foi incubada em
estufa bacterioldgica a 37 °C por 16 a 18 horas.

O pré-indculo foi preparado com uma col6nia adicionada a 10 mL de meio LB
suplementado com o antibidtico canamicina (30 pg/mL) e cultivado a 37 °C, por 16 a
18 horas, sob agitacdo constante de 180 rpm. A cultura foi entdo diluida na
proporcao 1:100 em meio LB contendo canamicina (30 pg/mL) e incubado a 37 °C,
sob agitacéo por 2,5 horas até atingir densidade otica entre 0,5 e 0,6 u.a. a 600 nm,
sendo entdo adicionado 500 pM de isopropil-B-D-1-tiogalactopiranosideo (IPTG)
para inicio da expressao da proteina de interesse. A cultura permaneceu a 18 °C,
sob agitacéo constante (180 rpm — Shaker INFORS HT Multitron Pro) por 24 horas.
As células foram coletadas por centrifugacdo em 8000 x g a 4 °C e armazenadas a
-20 °C.

3.2.2 Purificacdo por cromatografia de afinidade

Para a purificacdo por afinidade foi utilizada como fase estacionaria 2 mL de
resina de niquel Ni-NTA (Qiagen), empacotados em coluna Poly-Prep®. Foi utilizado
como eluente o tampdo A composto por 50 mM de Fosfato de S6dio monobasico
(NaH2POg4) pH 8,5 e 300 mM de KCI.
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As células foram resuspendidas em tampao A contendo 1 mM do inibidor de
proteases PMSF (Fenilmetilsulfonilflior) e lisadas por ultrassonicacdo a 10 W de
poténcia em 10 ciclos de 30 segundos de pulso intercalados com intervalos de 40 s,
no gelo. Apos centrifugagdo a 16000 x g por 30 min a 4 °C, o sobrenadante foi
separado e aplicado na coluna pré-equilibrada com tampéo A. Para a retirada de
contaminantes a coluna foi lavada com um gradiente em passos de tampao A
contendo 10 mM e 25 mM de imidazol e utilizando 10 volumes de coluna em cada
etapa. A concentracdo de imidazol foi entdo reduzida a 10 mM e a proteina ULP1
adicionada para a clivagem in situ da SUMO fusionada a cauda de histidina e
incubada a 8 °C por 16 horas. A enzima HsFH foi eluida da resina com 5 volumes de
coluna de tampéao A contendo 10 mM de imidazol. A protease ULP1 e a cauda
fusionada a SUMO foram retiradas da coluna com 10 volumes de coluna de tampé&o
A com 500 mM de imidazol.

A proteina foi concentrada em concentrador de 30 kDa e dialisada em tampéo
B (50mM de Tris pH 8,5; 150 mM de KCI). O célculo da concentragéo foi realizado

utilizando a absorbancia da proteina em 280 nm (€2s0nm=24410 M* cm™?)

3.2.3 Purificacao por cromatografia de exclusdo por tamanho

As proteinas foram concentradas e submetidas a etapa de purificacdo por
cromatografia de exclusdo por tamanho usando a coluna Superdex™ 200 10/300
(GE Healthcare) no sistema de cromatografia Akta purifier (GE Healthcare). A coluna
foi equilibrada com tampéao contendo 50 mM de Tris pH 8,5 e 150 mM de KCI.

O grau de pureza das proteinas foi avaliado por eletroforese em gel de
poliacrilamida 14% (v/v) em condicbes desnaturantes. A revelacdo do gel foi feita
com o corante azul de Coomassie R-250 (Vetec). As fracdes correspondentes ao
pico de eluicdo da proteina de interesse foram combinadas, concentradas e
guantificadas. O calculo da concentracdo foi realizado utilizando a absorbancia em
280 nm (€280nm=24410 M'! cm't)
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3.3 Caracterizacao biofisica: Termofluor e DLS.

Os estudos de estabilidade térmica foram realizados utilizando a técnica de
termofllor que monitora o desenovelamento térmico de proteinas em funcdo da
temperatura, através do sinal de fluorescéncia do SYPRO® orange (479/570 nm)
(Invitrogen). As andlises do perfil de desnaturacdo térmica da proteina foram feitas
utilizando uma placa de PCR de 96 pocos (BioRad Laboratories) e uma variagao de
temperatura de 1 °C/min no intervalo de 25 a 95 °C. A intensidade de fluorescéncia é
plotada como uma funcdo da temperatura, o que gera usualmente uma curva
sigmoidal [61]. O ponto de inflexdo da curva permite a determinagéo da temperatura
de desenovelamento, Tm, da proteina [61]. Os experimentos foram realizados em
um termociclador em tempo real - Mx3005P (Agilent Technologies), a concentracéo
de proteina utilizada foi 10uM e de SYPRO® Orange 1x. Para a andlise do perfil de
estabilidade térmica da HsFH e seus mutantes na presenca de diferentes condicbes
fisico-quimicas, foram testados inicialmente os kits Solubility & Stability Screen 1 e 2
(Hampton Research), assim como diferentes concentracdes de substrato.

A técnica de DLS € uma técnica nao destrutivel, que permite avaliar o grau de
polidispersividade das amostras. Os experimentos foram realizados utilizando 50 pL
de solucao de proteina, em triplicata, no equipamento Zetasizer Nano ZS (Malvern
Instruments) em cubeta de quartzo ZEN2112, a 16 °C. Cada amostra teve sua
temperatura equilibrada no equipamento por 60 s a 16 °C, em seguida foi exposta ao
feixe de laser por 10 s e 0 espalhamento da luz medido a 90 °. O numero de leituras
de cada medida foi otimizado automaticamente pelo programa do equipamento

(Zetasizer Software).

3.4 Ensaios de atividade para a proteina HsFH nativa

3.4.1 Determinacédo do pH étimo

O experimento para determinagéo do pH 6timo para a atividade enzimatica da
enzima HsFH nativa foi realizado em um leitor de microplacas Spectra Max Plus 384
(Molecular devices) a temperatura ambiente. Foi realizado o monitoramento por 3

min de uma Unica concentragdo de substrato (10 mM de L-malato ou 0,5 mM de



22

fumarato) e 12 nM de proteina. Os tamp&es e pHs utilizados encontram-se na tabela
2.

Tabela 2. Composicdo dos tampfes utilizados para o experimento de determinacdo do pH de
atividade 6timo para a enzima HsFH nativa.

pH Tampao
5,0 50 mM Acetato de Sédio, 150 mM KCI
5,5 50 mM Acetato de Sédio, 150 mM KCI

6,0 50 mM MES, 150 mM KClI

6,5 50 mM MES, 150 mM KCI

7,0 50 mM HEPES, 150 mM KClI
7,5 50 mM Tris-HCI, 150 mM KCI
8,0 50 mM Tris-HCI, 150 mM KCI
8,5 50 mM Tris-HCI, 150 mM KCI
9,0 50 mM Tris-HCI, 150 mM KCI

3.4.2 Ensaios cinética enzimatica

A atividade enzimatica foi monitorada pelo acompanhamento da formacéao ou
consumo de fumarato em 250 nm (€250nm = 1,450 mM-* cm?) para solugdes contendo
até 1 mM de fumarato e 272 nm (&72nm = 0,480645 mM™t cm™) para maiores
concentracfes em leitor de microplacas Spectra Max Plus 384 (Molecular devices).
A reacao foi iniciada pela adicdo de 12 nM de proteina em uma solu¢cdo composta
por 50 mM do tampéo, 150 mM KCI e um dos substratos, fumarato (FUM) ou L-
malato (MAL) em um volume total 0,2 mL. Foram utilizadas as seguintes
concentragcfes de L-malato: 0,5; 1; 2; 5; 10; 15; 18; 25; 30; 40 e 50 mM e fumarato:
0,03125; 0,0625; 0,125; 0,25; 0,5; 1; 2; 3; 4 e 5 mM. O experimento de cinética
completa para a HsFH nativa foi realizado em diferentes pHs: 6,0; 6,5; 7,0; 7,5; 8,0;
8,5 e 9,0 e o monitoramento foi feito durante 60 segundos.Os dados foram

analisados através da equacao 1:

vI[E]=-2 Equacéo 1

onde, [E] representa a concentracdo da enzima, kcat € a constante catalitica, [S] € a

concentracdo de substrato e K, é a constante de Michaelis-Menten para cada

substrato.



23

Foi realizado o experimento de caracterizagdo cinética utilizando os dois
substratos da enzima juntos na mesma solugcédo. A mistura reacional era composta
por 50 mM Tris-HCI pH 8,5 e 150 mM KCI e ambos os substratos num volume total
de 0,2 mL. Os parametros cinéticos kcat € Km, foram obtidos variando a concentracdo
de L-malato (0,039, 0,078, 0,156, 0,312, 0,625, 1,25, 2,5, 5, 7.5, 10, 15, 20 e 40
mM) e fumarato (0,007062, 0,015125, 0,3125, 0,625, 0,125, 0,25, 0,5, 1, 2 e 4 mM)
na mistura reacional. A reacéo foi iniciada pela adicdo da enzima (concentragao final
de 12 nM) e monitorada por 60 segundos. As constantes cinéticas foram estimadas
utilizando as equacoes 2 e 3:

ke [FUM] ke [MAL] 3
vnet/[E] = — Equacéo 2
K FUM (1+[MAL]}+[FUM] KMAL(1+[FUM]}+[MAL]
m KMAL m KFUM

m m

f MAL
_ kcat Km
eq kr

FUM
cat Km

Equacéo 3

onde [FUM] e [MAL] sao as concentracOes de cada substrato, [E] € a concentracao

. FUM MAL ~ . .
da enzima, K, " e K™ sdo as constantes de Michaelis-Menten para FUM e MAL
. f , roe ~
respectivamente, K, € a constante catalitica para a conversdo fumarato em L-
malato, k., é a constante catalitica para a conversdo L-malato em fumarato, vnet é

a velocidade global da catalise e Keq € a constante de equilibrio da reacdo. Os

dados foram analisados com os programas Sigmaplot (Systat Sofware) e Origin
(OriginLab, Northampton, MA).

3.5 Estudos estruturais

3.5.1 Cristalizacéo

Os experimentos de cristalizagao para a enzima HsFH nativa e seus mutantes
foram realizados em placas Cryschem (Hampton Research) de 24 pocgos pelo

método de difusdo de vapor utilizando as técnicas da gota sentada e pendurada
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(Figura 8). Como padrdo experimental foram utilizados no reservatério 500 pL de
solucdo de cristalizacdo e na gota foram misturados 2 pL de solucao de proteina (4
mg/mL) e 2 pL de solug&o do reservatério. O sistema foi selado com a fita adesiva
Crystal clear (Henkel Consumer Adhesives), para gota sentada e laminula
siliconizada para gota pendurada e armazenado a temperatura constante de 21 °C.

O método de difusdo de vapor se baseia no aumento da concentracdo da
solucdo de proteina até um estado de supersaturacdo por evaporacdo dos
componentes volateis da solucdo de cristalizagcdo. Esses componentes sao
gradualmente transferidos da solucdo da gota para a solucdo do reservatorio por
difusdo de vapor, até que a pressao de vapor entre ambas entre em equilibrio
(Figura 8).

s - - ‘[—~ graxa de vicuo
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Figura 8. Representacdo esquematica de um poco da placa Cryschem (Hampton Research) utilizada

nos experimentos de cristalizacéo. A) Técnica da gota pendurada B) Técnica da gota sentada. (Figura
gentilmente cedida por Pinheiro, M. P.)

Com o intuito de obter cristais da enzima nativa com diferentes ligantes, foi
realizado um screening em torno da condicdo anteriormente reportada [59] com
variacdo do agente precipitante, concentracdo de proteina, do tampdo, dos
substratos e de ligantes: citrato de sddio, succinato de sodio, tacsimato, tiomalato de
sédio e tartrato de so6dio. Em alguns casos o ligante foi incorporado ao cristal pela
técnica de soaking [62]. Também foram utilizados os kits comerciais PEG/lon 1 e 2 e
PEGRXx 1 e 2 (Hampton Research) na busca de uma nova condicéo de cristalizacéo.

Dentre as condi¢fes testadas para a enzima nativa também foram utilizados,
como agente precipitante, misturas de PEGs com diferentes composi¢des conforme
tabela 3 [63].
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Tabela 3. Composig&o do PEG Smear utilizado nos experimentos de cristalizagéo.

PEG 2K 3350 4K 5K
PEG S 01 70% 10% 10% 10%
PEG S 02 10% 70% 10% 10%
PEG S 03 10% 10% 70% 10%
PEG S 04 10% 10% 10% 70%
PEG S 05 25% 25% 25% 25%

As condi¢cdes consideradas promissoras foram otimizadas com variacdo da
concentracdo de proteina, volume da gota, volume do reservatorio e concentragao
do precipitante. Os cristais selecionados para a coleta de dados de difracao de raios
X foram banhados em solucéo crioprotetora que contém a condicdo de cristalizacéo
com o0 agente precipitante em torno de 10% mais concentrado e 25% (v/v) glicerol.

Para o estudo estrutural dos mutantes foi realizada uma varredura inicial
utilizando os kits disponiveis comercialmente, baseados em variagdo por matriz
esparsa Crystal Screen 1 e 2, Index, PEG/lon 1 e 2, PEGRx 1 e 2 (Hampton
Research). Também foram ensaiadas as condi¢des de cristalizacdo obtidas para a
enzima nativa.

Um total de 4368 condi¢cbes de cristalizacdo foram testadas para a enzima

HsFH e seus mutantes.

3.5.2 Fragment screening

Neste estudo o fragment screening foi realizado utilizando a técnica de
soaking, onde os cristais sdo incubados em uma solugdo contendo o ligante, por
tempo variavel. Os cristais de HsFH nativa foram incubados em 2 pyL da condicéo
de cristalizacdo acrescidos de 100 mM do fragmento escolhido por 2 ou 16 horas.
Em seguida foram mergulhados em solugéo crioprotetora contendo a condicdo de
cristalizacao, 25% (v/v) de glicerol e aproximadamente 10% (v/v) a mais de agente

precipitante e resfriados em nitrogénio liquido.

Na Figura 9 estdo listados os fragmentos utilizados através da técnica de
soaking. Os compostos foram selecionados baseados na biblioteca da empresa
Jena Biosciences [64]. Também foi utilizada uma biblioteca de fragmentos
sintetizada pelo laboratério do Professor Flavio Emery, da Faculdade de Ciéncias

Farmacéuticas de Ribeirdo Preto e disponibilizada pelo mesmo.



26

OH
o o OH o)
[ j 0 O
N N
o o 3 Na*
NH Citrato de Sodio
N
Q=—S——0 Q—S—0 OH
OH OH
MES CHES o
O=S‘=O \).L
N
OHS HO/\/ OH
HEPE Bicina
HO. OH
H H
N\/\,/N
HO OH
Bis-Tris-Propano
HO OH
H OH
D-Glicose
OH OH
HO\/%/OH
OH
D-Xilitol
Mio-Inositol
N-acetil-L-cisteina

Figura 9. Fragmentos utilizados para soaking dos cristais da proteina HsFH.

3.5.3 Coleta de dados e processamento

A coleta de dados de difracdo de raios X foi realizada a 100 K na linha de luz
de cristalografia de proteinas PROXIMA1 em SOLEIL (Numero da proposta
20160042), Franca, utilizando o detector PILATUS 6M (Dectris, Baden, Suica). Um
total de 1200 a 2000 imagens com o angulo de oscilacdo de 0,1° foram coletadas
com o tempo de exposicdo de 0,1 s por imagem e a distancia entre o cristal e 0
detector de 244,6 a 345,3 mm. Dados de difracdo de raios X foram processados e
escalonados nos programas XDS [65], SCALA [66], iMosflm [67] e AIMLESS [68].
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3.5.4 Resolucéo da estrutura

As estruturas da HsFH nativa e de seus mutantes foram resolvidas pelo
meétodo de substituicdo molecular usando o programa Phaser [69], do pacote Phenix
[70]. Para a proteina nativa foram utilizadas como modelo as coordenadas de uma
estrutura da fumarase humana previamente resolvida no nosso laboratério (PDB
5D6B) [59] e para os mutantes foram utilizadas as coordenadas da HsFH
determinadas nesse trabalho (PDB 5UPP). A estrutura foi refinada com Phenix.refine
[71] seguida de ciclos de inspecdo manual do mapa de densidade eletrbnica e
construcdo do modelo usando o programa Coot [72] e novo refinamento com o
Phenix.refine. A qualidade do modelo foi regularmente verificada com MolProbity
[73]. As figuras foram geradas com o programa PyMOL e Coot [74]. As coordenas
atomicas e os fatores de estrutura foram depositados no Protein Data Bank (PDB). A
estrutura da enzima nativa foi refinada pelo aluno de iniciagéo cientifica Victor Lopes

Rangel.
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RESULTADOS E DISCUSSAO
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 HsFH nativa

4.1.1 Expressao e purificacéo

A producdo heterdloga da enzima HsFH em E. coli BL21 (DE3) foi
realizado com sucesso e a proteina foi obtida na fragdo soluvel. A purificacéo foi
feita por cromatografia de afinidade em resina de niquel com rendimento de
cerca de 70 mg de proteina por 1 L de cultura. O sucesso da purificacdo da
proteina foi monitorado por eletroforese SDS-PAGE (Figura 10).
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Figura 10. Perfil de purificacdo da enzima HsFH em coluna de niquel. 1) Pellet 2) Sobrenadante
3) Efluente 1 4) Eflente 2 5) Marcador de peso molecular (kDa) 6) Lavagem com o tampao 10
mM de imidazol 7) Lavagem com o tampédo 25 mM de imidazol 8) Segunda lavagem com o
tampé&o 10 mM de imidazol 9) HsFH eluida apds a clivagem com tampdo 10 mM de imidazol 10)
Lavagem com tampdo 500 mM de imidazol e a proteina SUMO.

4.1.2 Espalhamento dinamico de luz (DLS)

A andlise do estado de agregacdo da HsFH por DLS indicou a
homogeneidade da amostra, que se encontra monodispersa, de diametro
hidrodinamico 10,23 = 2,2 nm, e indice de polidispersividade de 20,4 %, o0 que

corresponde ao tamanho esperado para a HsFH (Figura 11).
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Figura 11. Andlise do perfil de polidispersividade encontrado para a HsFH obtido através da
utilizagdo de técnicas de espalhamento dindmico de luz. Grafico representando o perfil de
distribuicdo do tamanho (nm) em funcdo do volume.

4.1.3 Atividade enzimatica
4.1.3.1 Determinacao do pH 6timo para HsFH
De forma a determinar em o perfil de atividade 6timo para cada substrato

(L-malato e fumarato), foram realizados ensaios de atividade especifica na

presenca de solucdes tampbes em diferentes pHs (5 a 9) (Figura 12).
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Figura 12. Perfil pH versus atividade especifica para a enzima fumarase humana (HsFH)
utilizando L-malato (rosa) ou fumarato (roxo) como substrato. A curva foi construida a partir da
medida da velocidade inicial de consumo ou producdo de fumarato a 250 nm e 25°C. Foram
utilizados 12 nM da enzima, 10 mM de L-malato e 500uM de fumarato.

Os resultados obtidos evidenciam que o pH 6timo de atividade da enzima
HsFH para cada substrato difere, sendo entre 7 e 7,5 para fumarato e entre 7,5 e
8,5 para L-malato. Esses valores sdo similares aos encontrados para outras
fumarases de classe Il [75] e corroboram as propostas anteriores para o

mecanismo de catalise.

4.1.3.2 Cinética enzimaética

Para uma melhor avaliacdo do comportamento da enzima nos diferentes
pHs foram realizados ensaios de cinética com uma variacdo de pH de 6,0 a 9,0
para cada substrato. Estes ensaios foram realizados utilizando a seguinte
condicdo: 50 mM do tampéao escolhido para o pH especifico, 150 mM de KCI e
uma variagdo da concentracdo de substratos. Os parametros cinéticos Kcat € Km
para os substratos L-malato e fumarato foram determinados a partir da equacéao

de Michaelis-Menten e estdo apresentados na tabela 4 e na figura 13.



Tabela 4. Par@metros cinéticos para HsFH.
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Fumarato L-Malato
pH Km (p M) kcat (S-l) kca’[/Km (M-ls-l) Km (U M) kcat (S-l) kcat/Km (M'lS'l)
6.0 330£20 66+1 2,0x10°%+ 1x104 ND ND ND
6.5 400+£40 1757 4,3x10°+ 5x10* 380 + 20 24,1+0,4 6,3x10* + 3x10°3
7.0 270+£30 2027 7,4x10°+ 9x10* 600 + 100 59+2 1,0x10° + 2x10*
75 370+£30 2866 7,7x10° + 6x10* 1080 + 90 88+3 8,2x10* + 8x10°
8.0 280+40 260+10 9,0x10°+ 1x10* 2700 £200 32514 1,2x10°% + 1x104
85 280+10 105%3 3,7x10°+ 2x10* 3400 £100 414 +4 1,2x10°% + 5x10*
9.0 310+20 601 2,0x10%+ 1x104 ND ND ND
ND= néo determinado.
Utilizando o fumarato como substrato foi possivel determinar as

constantes cinéticas para todos os pHs testados, porém para o L-malato em pH
6 a reacdo enzimatica ndo foi detectada pelo método utilizado. Isso ocorre,
possivelmente, devido a caracteristica dos residuos de aminoacidos envolvidos
na catalise. Para a desidratacdo do L-malato em fumarato € necessaria a
retirada de um proton e uma hidroxila da molécula, a retirada desse proéton
ocorre através de uma base presente na enzima, provavelmente o grupo —COO-
do glutamato no sitio ativo [30, 76-78]. Em pHs mais baixos o grupo carboxila
permanece protonado, ndo podendo assim atuar na retirada do proton. Enquanto
gue para a reacao reversa, ou seja, a conversdo de fumarato em L-malato a

protonacdo desse grupo favorece a catalise.

Em pH 9, a reacdo de formacédo de fumarato ocorre lentamente, de modo
gue, nas concentracfes testadas ndo foi possivel atingir o platé de saturacao
(Figura 13).
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Figura 13. Caracterizacdo cinética no estado estacionario da HsFH. Os dados foram ajustados a
equacdo de Michaelis-Menten (Equacdo 1). A) Fumarato foi usado como substrato em diferentes
concentraces (31.25, 62.5, 125, 250, 500, 1000, 2000, 3000, 4000 e 5000 uM). B) L-malato foi usado
como substrato em diferentes concentragées (0.5, 1, 2, 5, 10, 15, 18, 25, 30, 40 e 50 mM)

Uma vez que a enzima fumarase humana catalisa a converséo reversivel
de fumarato em L-malato, é possivel que haja uma contribuicdo das duas
reacdes no comportamento cinético da enzima. Com o intuito de obter uma
caracterizacao cinética mais fiel ao comportamento da enzima foi realizado um

experimento com os dois substratos presentes ha mesma mistura reacional.

O experimento foi realizado em pH 8,5 pois é onde ocorre a menor

diferenca entre as eficiéncias cataliticas dos substratos. Os parametros cinéticos

estdo relacionados na tabela 5 e na figura 14. O valor de turnover (k')

cat

encontrado para a formacdo de fumarato é 1,4 vezes maior que para 0 Seu

MAL
consumo (k.). A constante de Michaelis-Menten ™  para L-malato, foi 7

FUM
vezes maior que ™ , para fumarato. A constante de equilibrio para HsFH foi

de 4,3 £ 0,2 um valor similar com o encontrado nos primeiros estudos realizados

com fumarase extraida de corac¢des suinos [79].
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Tabela 5. Parametros cinéticos da HsFH para os dois substratos.

HsFH
kr, (s 170+ 10
KM (mM) 0,20 £ 0,04
ke, (s 280 £ 10

K MAL (mM) 1,4+0,3

Figura 14. Caracterizacao cinética no estado estacionario da HsFH. Grafico de superficie da cinética
completa. Os dados foram ajustados a equacao 2.

Com o experimento considerando a influéncia da reacéao reversa, realizado
pela primeira vez para fumarases, foi possivel explicar uma deformacédo em torno
de 10 mM nas curvas dos dados cinéticos para L-malato como substrato, que
ocorre devido a influéncia da reacao reversa (Figura 12). Essa interferéncia pode
chegar a 13%, porém conforme as concentracdes de substrato se elevam, essa

influéncia se torna menor.

4.1.4 Avaliacdo da estabilidade térmica da fumarase baseada em
fluorimetria diferencial de varredura: ensaios de termoflUor

Foram realizados os ensaios de termoestabilidade utilizando os Kkits
comerciais Solubility & Stabilty 1 e 2 (Hampton Research). As curvas de
referéncia para os dois kits mostraram o perfil sigmoidal caracteristico e 0 Tm
encontrado para HsFH foi de 51,24 + 0,03 °C.
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Dentre os aditivos que estabilizaram a enzima, e aumentaram o valor de
Tm, encontram-se 0s osmolitos, que sdo moléculas de estabilizacdo de um modo
geral e compostos organicos com similaridade estrutural com os substratos da
enzima, como &cido succinico e malonato de sddio com Tn 57 °C e 55 °C

respectivamente.

Segundo Massey [18], tanto o acido succinico, quanto o malonato de sodio
sao considerados como inibidores competitivos da fumarase, assim como citrato,
indicando que a estabilidade observada nos pHs 5,0 e 5,5 (Figura 15), que
correspondem aos tampdes citrato de sddio e acido succinico, respectivamente,
se deve provavelmente a interacdo dessas moléculas com a proteina, do que ao
pH. Para se comprovar essa hipotese foi realizado o mesmo experimento com

tampao acetato de sédio nos pHs 5,0 e 5,5.

A comparacao entre diferentes tampdes no mesmo pH confirmou que a
estabilidade inicialmente reportada se deve a ligacdo das moléculas de citrato e
succinato e nao a influéncia do pH, uma vez que o experimento com acetato nao
indicou um aumento da estabilidade da proteina (Tabela 6). Esses resultados
também validam o experimento de termofldor como ferramenta de busca de

ligantes para proteinas.



Tabela 6. Resultados de ATm para HsFH.
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Tampéao Sal AT, (°C)
1 Referéncia - 0
2 50 mM Citrato de Sddio tribasico diidratado pH 5,0 1 M Cloreto de Sadio -10,97
3 50 mM Citrato de Sddio tribasico diidratado pH 5,0 500 mM Cloreto de Sodio -5,8
4 50 mM Acido Succinico pH 5,5 1 M Cloreto de Sadio -0.98
5 50 mM Citrato de Sddio tribasico diidratado pH 5,0 250 mM Cloreto de Sédio -0,68
6 50 mM Acido Succinico pH 5,5 500 mM Cloreto de Sodio -0,07
7 50 mM Acetato de Sédio triidratado pH 5,5 50 mM Cloreto de Sadio 0,06
8 50 mM Acetato de Sdédio triidratado pH 5,5 - 0,1
9 50 mM Citrato de Sddio tribasico diidratado pH 5,0 200 mM Cloreto de Sodio 0,16
10 50 mM Acetato de Saodio triidratado pH 5,0 0,2
11 50 mM Acetato de Saodio triidratado pH 5,0 50 mM Cloreto de Sadio 0,3
12 50 mM Acetato de Sodio triidratado pH 5,5 150 mM Cloreto de Sédio 0,45
13 50 mM Acetato de Sodio triidratado pH 5,5 250 mM Cloreto de Sédio 0,47
14 50 mM Acetato de Sodio triidratado pH 5,5 100 mM Cloreto de Sédio 0,52
15 TrispH 8,5 150 mM Cloreto de Potéassio 0,54
16 50 mM Acido Succinico pH 5,5 200 mM Cloreto de Sédio 0,59
17 50 mM Acetato de Sédio triildratado pH 5,0 100 mM Cloreto de Sédio 0,72
18 50 mM Acetato de Sédio triildratado pH 5,0 150 mM Cloreto de Sédio 0,74
18 50 mM Acetato de Sédio triildratado pH 5,5 200 mM Cloreto de Sodio 0,77
20 50 mM Citrato de Sédio tribasico diidratado pH 5,0 150 mM Cloreto de Sédio 0,86
21 50 mM Acetato de Sdédio triidratado pH 5,5 500 mM Cloreto de Sodio 0,9
22 50 mM Acetato de Sdodio triidratado pH 5,0 200 mM Cloreto de Sodio 0,94
23 50 mM Acido Succinico pH 5,5 250 mM Cloreto de Sodio 0,97
24 50 mM Acetato de Sddio triidratado pH 5,0 250 mM Cloreto de Sodio 1,14
25 50 mM Acetato de Sddio triidratado pH 5,5 1 M Cloreto de Sodio 1,24
26 50 mM Acido Succinico pH 5,5 150 mM Cloreto de Sédio 1,49
27 50 mM Acetato de Sdédio triidratado pH 5,0 500 mM Cloreto de Sodio 1,63
28 50 mM Acido Succinico pH 5,5 - 1,9
29 50 mM Acido Succinico pH 5,5 100 mM Cloreto de Sédio 1,94
30 50 mM Acido Succinico pH 5,5 50 mM Cloreto de Sddio 2,12
31 50 mM Acetato de Sédio triidratado pH 5,0 1 M Cloreto de Sodio 2,27
32 50 mM Citrato de Sédio tribasico diidratado pH 5,0 100 mM Cloreto de Sédio 2,36
33 50 mM Citrato de Sédio tribasico diidratado pH 5,0 50 mM Cloreto de Sddio 3,06
34 50 mM Citrato de Sdédio trib4sico diidratado pH 5,0 - 3,7

Também foi observado que ocorre um aumento na termoestabilidade da

proteina com o aumento do pH, o que ja foi relatado para a fumarase porcina

[21]. O aumento da concentracédo de sal (NaCl) e portanto um aumento da forca

iOnica, também auxilia na estabilidade térmica da enzima, como demonstrado no

grafico da figura 14. Comparacgdes entre concentracdo e tipo de sal indicam que
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ndo existem diferencas entre NaCl e KCl na estabilizagdo térmica da enzima

(Tabela 7).
10
5 [NaCl]
0 - =0mM
-5 =50 mM
$ 10 = 100 mM
E .15 = 150 mM
<
-20 =200 mM
-25 =250 M
-30 500 mM
35 1000 mM

R 45 5 55 6 65 7 75 8 85 9 95

pH

Figura 15. Grafico da variacdo da temperatura de desenovelamento ATm para a enzima HsFH
em diferentes pHs e concentracdes de NaCl. R é a referéncia em agua; os tampdes presentes
nos pHs 4,5; 5,0; 5,5; 6,0; 6,5; 7,0; 7,5; 8,0; 8,5; 9,0; 9,5 sdo acetato de sodio, Citrato de sdodio,

acido succinico, MES monoidratado, BIS-TRIS,

AMPD eglicina, respectivamente, todos ha concentracdo de 50 mM.

Tabela 7. Resultados de ATm da enzima HsFH para a comparacéo entre NaCl e KCI.

Imidazol, HEPES, Tris, BIS-TRIS Propano,

Tampao Concentracdo de Sal (mM) AT (°C)

KCI NaCl
1 50 mM Tris pH 8,5 0 0 0
2 50 mM Tris pH 8,5 50 -0,09 -0,15
3 50 mM Tris pH 8,5 100 0,06 -0,09
4 50 mM Tris pH 8,5 150 0,23 0,21
5 50 mM Tris pH 8,5 200 0,25 0,26
6 50 mM Tris pH 8,5 250 0,35 0,36
7 50 mM Tris pH 8,5 500 1,06 1,15
8 50 mM Tris pH 8,5 1000 2,97 3,06

*Cada valor representa a media da triplicata para ATm (°C).
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4.1.5 Estudo estrutural da HsFH nativa

Apesar de existirem duas estruturas de HsFH depositadas no PDB (3E04;
5D6B), ndo havia nenhuma publicacdo descrevendo a fumarase humana
estruturalmente. Dessa forma os experimentos cristalograficos foram iniciados
utilizando condi¢des de cristalizacdo ja conhecidas para fumarase [59], assim
como a adicéo de inibidores ou substratos da enzima.

Os cristais de HsFH sao observados normalmente ap6s um dia da
realizacdo dos experimentos e em uma grande parte das condi¢cdes testadas,
porém, sdo, em sua maioria, cristais pequenos em formato de agulha ou canudo,
gue nédo apresentam difracdo de raios X. Diante disso foi realizada a busca por
uma nova condicao de cristalizacdo mais adequada para a fumarase humana.

Dentre as condicdes testadas, 23 cristais foram selecionados para a coleta
de dados de difracdo de raios-X. A estrutura de HsFH nativa foi resolvida a partir
do cristal exibido na figura 16 obtido na condicdo 0,1 M HEPES pH 7,5, 4% m/v
polietilenoglicol 10000 e 1% v/v 2-metil-pentanodiol (MPD).

Figura 16. Cristal de HsFH obtido na condi¢do0,1 M HEPES pH 7,5, 4% m/v polietilenoglicol 10000
e 1% v/v 2-metil-pentanodiol (MPD).

A HsFH cristalizou no grupo espacial C222; tendo como agente
precipitante polietilenoglicol 10.000. A estrutura cristalografica da HsFH foi
resolvida a uma resolucdo de 1,8 A por substituicdo molecular utilizando como
modelo uma estrutura da fumarase humana previamente depositada na base de
dados (PDB 5D6B) [59]. Os dados estatisticos estdo resumidos na tabela 8. A
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unidade assimétrica contém duas cépias do monémero relacionadas por um eixo de
simetria ndo-cristalografica. Cada monémero € composto por 24 hélices a e 8 fitas 8
gue podem ser divididos em trés dominios. O primeiro dominio — D1 (residuos 49-
188) est4 localizado no N-terminal e € formado por um B-hairpin e cinco a-hélices. O
segundo, D2 (residuos 189-439) contem seis hélices a, sendo que cinco delas
formam o 20-helix bundle core, responséavel pelas interagdes intermoleculares que
estabilizam o tetramero. D3 (residuos 440-510) é o menor dos dominios e possui
dois motivos helix-turn-helix e uma hélice adicional que conecta D2 e D3 (Figura 17).
O sitio ativo das fumarases de classe Il € altamente conservado entre 0s organismos
e € formado por residuos de trés das quatro subunidades. Os residuos envolvidos
na atividade catalitica sédo Ser186, Ser187, Arg188, His235, Glu362 Lys371, Asn373,

Glu378 e cada tetramero funcional possui quatro sitios ativos idénticos.

A Dominio 1 B

P

éﬁg X Dominio3
" ;A% Dominio

Figura 17. Representacdo em cartoon para a HsFH. A) Monémero da HsFH com o dominio 1 (D1)
colorido em azul, dominio 2 (D2) colorido em rosa e dominio 3 (D3) colorido em amarelo. B) Estrutura
do tetramero funcional da HsFH. Os painéis mostram a visao ortogonal da estrutura com os sitios
ativos indicados pelas setas.

E reportada para as fumarase uma sequéncia assinatura, ou seja, uma
sequéncia de aminoacidos conservada entre as espécies que possuem FH de
classe Il (GSSXXPXKXNPXXXE); parte dessa sequéncia € chamada SS-loop
(GSSXXPXKXN), e é considerada importante para a atividade enzimatica [36].
Esse loop esta visivel e encontra-se numa posi¢cdo considerada aberta. Estudos

estruturais com FumC de E. coli indicaram a presenca de uma molécula de agua
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importante para a catalise enzimética, que aparece no sitio ativo mesmo quando
0s substratos ndo estdo presentes [30, 39, 48]. No sitio ativo da HsFH (5UPP)
também se encontra uma molécula de agua localizada proxima a His235 (2,7 A)
e que quando comparada com a estrutura de FumC que nao possui ligantes

(LYFE), esta quase na mesma posicao [39] (Figura 18).

Figura 18. Representacdo em cartoon do sitio ativo da HsFH. A) Em destaque a His 235 e a
agua 778 com as distancias interatbmicas em preto. Em roxo estd destacado o SS-loop. B)
Regido no tetrdmero onde as figuras A e C se localizam. C) Alinhamento das estruturas HsFH
(5UPP) em cinza com FumC de E. coli (1YFE) em verde, destacando as His 235 (5UPP) e His
188 (1YFE) com as moléculas de agua W 778 (1YFE) e W 26 (1YFE). Distancias para 5UPP.

Tabela 8. Dados cristalograficos e estatisticos para HsFH. Os valores relativos a Ultima camada de
resolucdo estdo mostrados entre parénteses.

Processamento de dados

Grupo espacial Cc222
Parametros de rede

a, b, c(A) 125,43 148,01 129,76

B 7 () 90,00 90,00 90,00
Comprimento de onda (A) 0,98
Resolucéo (A) 48,8-1,8 (1,9-1,8)
Reflexdes totais 588061 (84921)
Reflexdes Unicas 111411 (16130)
Multiplicidade 5,3 (5,3)
Completeza (%) 100,0 (100,0)
<l/o(l)> 51 (1,5)
Wilson B-factor 18,7
Rmerge 0,14 (0,67)
Rmeas 0,15 (0,74)
Rpim 0,064 (0,321)

CC (%) 0,99 (0,87)




Refinamento
Reflex6es usadas no refinamento

110727 (10896)

Reflexdes usadas no Ryree 5565 (554)
Rwork 0115
Rfree 012
NUmero de atomos exceto hidrogénio 7909
Macromoléculas 7013
Ligantes 30
Solvente 866
Residuos proteicos 924
R.m.sd

Ligacdes (A) 0,008

Angulos (°) 1,3
Ramachandran

Favorecidos (%) 97,9

Permitidos (%) 2,1

Outliers (%) 0,00
Rotameros outliers (%) 0,3
Clash score 1,1
Fator de temperatura médio (A?)

Macromoléculas 30,6

Ligantes 60,7

Solvente 40,5
NUmeros de grupos TLS 8
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A superposicdo dos Ca dos residuos de cada monémero demonstrou um alto
nivel de similaridade estrutural entre eles com um RMSD de 0,14 A. A anélise dos
fatores de temperatura para cada residuo indicou regides de maior flexibilidade nas
duas cadeias: Gly71-Asn78, Lys447-Glu451 e Glu495 — Lys504. Essas regides
estdo localizadas externamente, em contato direto com o solvente. O modelo final
contem duas cadeias polipeptidicas, 962 moléculas de agua e duas moléculas de
HEPES. As moléculas de HEPES séo responsaveis por interacdes entre unidades
assimétricas distintas, e importantes para o empacotamento cristalino da proteina
(Figura 19).
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Figura 19. Representagdo do sitio de ligacdo do HEPES. As distancias entre os 4tomos estdo
representadas na figura em A. A) Os circulos pretos representam a localizacdo das moléculas de
HEPES entre dois tetrameros de unidades assimétricas distintas. B) Residuos de D3/A estdo
representados em amarelo e D3/A em azul. Interagbes polares indicadas por linhas verdes
pontilhadas. C) Representacao da interface entre os tetrameros.

A estrutura da enzima HsFH é similar a outras fumarases de classe Il
composta principalmente de hélices alfa formando um tetramero funcional. O sitio
ativo, composto por residuos de trés subunidades esta no fundo de uma cavidade
rasa, com um segundo sitio de ligacdo posicionado mais externamente nessa

mesma cavidade.

Membros da classe Il das fumarases compartilham 20-90% de identidade

sequencial. As diferencas estdo espalhadas por toda a proteina, causando
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pequenas diferencas na distribuicdo de cargas na superficie das proteinas, o que
pode ser devido a necessidade de se adaptar a diferentes ambientes quimicos
especificos para cada espécie (Figura 20)

Figura 20. Superficie de potencial eletrostatico de isoformas de fumarases Classe Il. Homo sapiens FH
(5UPP), Thermus thermophilus FH (1VDK), Escherichia coli FumC (1YFE);Saccharomyces cerevisiae
(strain ATCC 204508 / S288c) FH (1YFM); Rickettsia prowazekii FH (3GTD), Mycobacterium
tuberculosis FH (3NO9); Burkholderia pseudomallei Fh (3TV2); Mycobacterium smegmatis FH
(3RD8); Rhizobium meliloti FH (4HGV)

Estudos estruturais de FumC de E. coli (PDB 1FUR [48]), indicam que a
His129 (His176 para HsFH), localizada no sitio B pode ser encontrada em duas
conformacdes, dependendo da presenca de ligantes no sitio. Quando uma molécula
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de L-malato € encontrada no sitio B, a His129 sofre uma reorientacdo em direcdo a
regiao de solvente, para acomodar o ligante. Na nossa estrutura, a cadeia lateral da
His176 est4 apontada na direcdo da entrada do sitio e estabilizada por interacdes
com os atomos NH da Pro177 (3.4 A), Asn178 (3.1 A) e Asp179 (3.1 A). Andlises do
empacotamento cristalino indicam que essa conformacéo da His176, voltada para a
entrada dos sitios A e B, estd relacionada com a proximidade das moléculas

relacionadas por simetria.

Estudos estruturais da FH de M. tuberculosis demonstraram dois estados
conformacionais distintos para o dominio C-terminal no sitio ativo; uma conformacéo
aberta para o sitio vazio e uma conformacéao fechada para quando ha compostos
ligados [80]. Um alinhamento das estruturas de MtFH com a SUPP mostrou que a
nossa estrutura se assemelha a conformacao aberta. Ao comparar essa regido com
a estrutura de HsFH depositada sob o cédigo 3E04, é confirmada a possibilidade de
duas conformacdes para o dominio 3. Enquanto a nossa estrutura esta na
conformacdo aberta, sendo estabilizada pelas moléculas de HEPES, a 3E04 se
encontra na conformacéo fechada (Figura 21). Também € importante ressaltar que
essa € uma regiao flexivel da proteina, sendo que os dados depositados para 3E04

nao apresentam densidade eletrénica para o dominio 3 de todos os mondémeros.

L B = .
V) Ilm\ g & 77 .\
=SSO A0\ TS

Figura 21. Analise do fator de temperatura em cartoon putty. A regido C-terminal de 3E04 é mostrada
em roxo. A regido C-terminal de 5UPP com a molécula de HEPES é mostrada em azul cian. Atomos
de C, N, O e S estéo representados em branco, azul, vermelho e amarelo, respectivamente.
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A regulacéo alostérica da funcdo enzimatica € crucial no controle de eventos
celulares e fornece um mecanismo refinado de ajuste proteico. Até o presente
momento, pouco se sabe a respeito de sitios alostéricos e/ou moduladores
alostéricos para a enzima humana. Estudos mostram que o HEPES, além de outras
moléculas sulfatadas ja foram previamente utilizados como sonda na busca de sitios
alostéricos e inibidores [81]. A molécula de HEPES, encontrada em uma cavidade
rasa no dominio 3 (Pro461, lle463 e Lys467), nos levou a investigar se a presenca
do HEPES complexado com HsFH poderia ser resultado do protocolo de
cristalizacdo ou poderia sugerir a existéncia de um sitio alostérico.na enzima
humana. Curiosamente, mutacdo na Lys467 ja foi descrita estar associada com
leiomiosarcoma uterino [82].

Quando TRIS e HEPES foram comparados no ensaio enzimatico, os resultados
mostraram um aumento em 1.5 vezes na eficiéncia catalitica quando HEPES foi
usado (Tabela 9). Considerando a possivel relevancia do dominio 3 para a
regulacdo alostérica, a maior eficiéncia catalitica na presenca do HEPES, assim
como a importancia do residuo Lys467 para a atividade catalitica, propomos que

esse sitio deva ser melhor investigado com relacdo ao seu papel para catélise.

Tabela 9. Pardmetros cinéticos para HsFH.

Fumarato L-Malato
Km (M) Kcat (s?) Kcat/Km (M1s?) Km (M) Kcat (s?)  Kcat/Km (M1s?) Keg

240 £ 20 380+15 @ 1,58E+06+1,5E+05 600 + 100 185+5 3,1E+05+1E+04 | 51

250 + 30 160+ 10  6,4E+05+9E+04 2900 £400 3707 1,3E+05+2E+04 | 5#1

400 £ 20 170+ 3 4,3E+05+2E+04 3400+ 200 340+10 @ 1,0E+05+4E+04 @ 4+2
1) 50 mM Tris pH 7.5, 150 mM KCI. 2) 50 mM HEPES pH 7.5, 150 mM KCI. 3) 50 mM Tris pH 8.5, 150
mM KCI. 4) 50 mM Tris pH 8.5, 150 mM NacCl

A WNPEF

4.1.6 Estudo de busca de fragmentos por cristalografia

A busca de fragmentos como ligantes de proteinas tem se tornado uma
abordagem moderna para a identificacdo de novos compostos de partida para o
desenho de farmacos [83]. Mais ainda, a busca por fragmentos pode identificar sitios
secundarios nas proteinas, como sitios alostéricos, de grande relevancia biolégica.
Essa abordagem envolve o uso de bibliotecas de pequenas moléculas que

obedecem o critério da “regra dos trés” [84]. Quanto menor a complexidade dos

370 +£50 370+ 10 @ 1,0E+06+1E+05 1200 + 70 245+ 7 2,0E+05+1E+04 | 4,9+0,7
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fragmentos, maior a probabilidade em se ligar a proteina alvo, resultando assim em
taxas maiores de acerto e uma busca mais eficiente do espago quimico. Os
fragmentos identificados como ligantes podem ser melhorados através do uso de

estratégias para crescer a molécula.

E descrito na literatura a limitagdo de inGmeros métodos biofisicos na
identificacdo de fragmentos como ligantes proteicos [85]. A cristalografia de raios-X
vem entdo emergindo como uma ferramenta de busca de fragmentos, uma vez que
as informacbes estruturais permitem o facil acesso ao mecanismo de interacdo

proteina e ligante.

Os estudos de fragment Screening para a enzima fumarase (HsFH) foram
realizados utilizando uma biblioteca por nos elaborada e que engloba fragmentos
comerciais e fragmentos fornecidos pelo Prof Flavio Emery. Foram enviados para
coleta de dados 41 cristais de HsFH com o fragmento incorporado pela técnica de
soaking. Foram coletados 24 conjuntos de dados dos experimentos de soaking, que

estdo em fase de refinamento.

4.2 Estudo dos mutantes da enzima fumarase humana

4.2.1 Construcdo e producdo heter6loga dos mutantes propostos por

mutagénese sitio-dirigida

Das oito mutacdes selecionadas (Figura 7), sete foram concluidas com
sucesso. Ainda ndo foi possivel comprovar a mutacdo G282V, uma vez que,
devido a limitacdes do processo de sequenciamento associada com o tamanho

do gene, a regido do gene contendo a mutacdo ndo pdde ser observada.

A producédo heterdéloga dos mutantes de HsFH em E. coli BL21 (DE3) se
mostrou eficiente e todas as proteinas modificadas foram obtidas na fracéo
solavel. A purificacao feita por cromatografia de afinidade em resina de niquel e
por cromatografia de exclusao por tamanho resultou em alto rendimento (Tabela

10) dos mutantes em sua forma pura (Figura 22).
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Tabela 10. Rendimento de cada mutante de HsFH, em mg de proteina por litro de cultura de
bactérias, apés a purificacdo por afinidade e por cromatografia de exclusdo de tamanho

Mutante Rendimento
(mg/L de cultura)
N107THsFH 72
H180RHsFH 30
Q185RHsFH 38
K230RHsFH 66
E362QHsFH 26
S365GHsFH 40
N373DHsFH 40
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Figura 22. Gel de poliacrilamida dos mutantes da HsFH. Em vermelho estdo destacadas as
fracdes contendo a proteina pura. Nos géis A, B, C e G estdo representadas as fraches
referentes a purificagdo por cromatorgrafia de afinidade. Nos géis D, E e F estdo representadas
a proteina ap0s a purificagédo por afinidade e as fracdes da gel filtracdo. A) Mutante N107THsFH
B) Mutante H180RHsFH C) Mutante K230RHsFH D) Mutante E362QHsFH E) Mutante
S365GHsFH F) Mutante N373DHsFH, G) Mutante Q185RHsFH.
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4.2.2 Espalhamento dinamico de luz (DLS)

A analise dos resultados indica que as amostras se encontram
homogéneas com uma polidispersividade em torno de 20% ou menor e com
diametro hidrodinamico entre 10,54 e 12,47 nm, que correspondem ao tamanho
aproximado para a HsFH (Figura 23 e Tabela 11).

Tabela 11. Valores obtidos para os picos da distribuicdo de tamanho das particulas em solucao
no DLS.

Mutante Diametro (nm) Polidispersividade

(%)
HsFH nativa 10+2 20,4
N107THsFH 10+ 2 15,9
H180RHsFH 912 18,4
Q185RHsFH 10+2 20,0
K230RHsFH 11+2 14,5
E362QHsFH 9+1 12,4
S365GHsFH 10+2 18,0
N373DHsFH 10+2 20,7

Para HsFH e seus mutantes os resultados de DLS permitem somente a
determinacdo da homogeneidade da amostra e seu estado de agregacao. Ja o
estado oligomérico ndo pode ser determinado através da estimativa do diametro
hidrodinamico das proteinas em solucdo. Isto porque devido a forma nao
globular do monémero (Figura 23), ambos monémero e tetramero sdo esperados

possuir diametros hidrodinAmicos semelhantes.
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Figura 23. Analise do perfil de polidispersividade encontrado para os mutantes da enzima HsFH
obtido através da utilizacdo de técnicas de espalhamento dinamico de luz. Gréfico
representando o perfil de distribuicdo do tamanho (nm) em funcdo do volume. A) Mutante
N107THsFH B) Mutante H180RHsFH C) Mutante Q185RHsFH D) Mutante K230RHsFH E)
Mutante E362QHsFH F) Mutante S365GHsFH G) Mutante N373DHsFH.

4.2.3 Atividade enzimatica

O experimento de atividade enzimatica foi realizado com todos os
mutantes produzidos, utilizando as condicfes reacionais estabelecidas para a
enzima nativa e analisando inicialmente apenas uma concentracdo para cada
substrato (1 mM para fumarato e 10 mM para L-malato). Dentre 0s sete mutantes
testados, apenas o mutante N107T possui atividade enziméatica mensuravel.
Portanto, o ensaio completo para determinacdo dos parametros cinéticos foi

realizado apenas com o mutante N107THsFH.

4.2.3.1 Cinética enzimética do mutante N107THsFH

Com o intuito de se obter uma caracterizagdo cinética comparativa com a
cinética da enzima nativa, o ensaio foi realizado com os dois substratos
presentes na mesma mistura reacional, de forma a também analisar a influéncia

dos dois substratos no comportamento cinético do mutante. O experimento foi
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realizado em pH 8,5 e os parametros cinéticos estédo relacionados na tabela 12 e
na figura 24. A constante de equilibrio para N107THsFH foi de 2,8 um valor 1,5

vezes menor que o encontrado para a enzima nativa.

Tabela 12. Parametros cinéticos do mutante N107THsFH para os dois substratos.

N107THsFH
kC;t (s 140+12
KF™ (mMm) 0,12+0,02
k!, (s 25416
KM (mMm) 0,63+0,08

O mutante N107THsFH apresentou valores de kcat € Km menores que 0s
encontrados para a enzima nativa, tanto para L-malato (MAL) quanto para
fumarato (FUM). Uma diminuicdo nos valores de kcat indica que a mutacdo afeta
a velocidade da reacéo, tonando-a mais lenta. No entanto, a também diminuicao
de Km € comumente relacionada com um aumento da afinidade da proteina pelo
substrato. Estudos realizados com pacientes que possuem essa mutacdo nao
apresentam dados de atividade enzimatica para fumarase [7, 11, 86] e, portanto,

esse € 0 primeiro ensaio para atividade da enzima com essa mutacgao.
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Figura 24. Caracterizagdo cinética no estado estacionario do mutante N107THsFH. Gréfico de
superficie da cinética completa. Os dados foram ajustados a equacéo 2.

4.2.4 Avaliagdo da estabilidade térmica dos mutantes baseada em
fluorimetria diferencial de varredura

Foram realizados os ensaios utilizando os kits comerciais Solubility &
Stability 1 e 2 (Hampton Research) em que sao variados o tipo de tampao, pH,
concentracdo de sal e influéncia de aditivos. As curvas de referéncia para a
enzima HsFH nativa e seus mutantes apresentam um perfil sigmoidal
caracteristico e os dados de temperatura de desenovelamento (Tm) encontrados
para a enzima nativa seus mutantes se encontram na tabela 13 e nos apéndices
AeB.
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Tabela 13. Comparacéo dos valores das temperaturas de desenovelamento para a enzima HsFH
e seus mutantes estudados utilizando termofldor.

Proteina Tm (°C)
HsFH nativa 51,2
N107THsFH 40,6
H180RHsFH 36,5
Q185RHsFH 39,8
K230RHsFH 52
E362QHsFH 50
S365GHsFH 36,5
N373DHsFH 51,7

Os menores valores de Tm sdo encontrados para os mutantes H180RHsFH
e S365GHsFH, em que a mutacdo ocorre pela troca por residuos diferentes
guimicamente. Essa mudanca de termoestabilidade pode estar mais relacionada
com o tipo da troca, do que da posicdo do residuo, uma vez que o mutante
E362QHsFH, a apenas 2 residuos de distancia do S365GHsFH, tem um Tm 13,5

°C maior, e muito semelhante ao da nativa.

Na figura 23 estado relacionados os valores de AT, para a enzima nativa e
seus mutantes em diferentes condi¢cbes, com variacdo de pH e concentracdo de
NaCl. Quando comparados com os dados da enzima nativa em que ha uma
estabilizacao térmica pela presenca de acido citrico e acido succinico nos pHs
5,0 e 5,5 respectivamente, para o0s mutantes essa estabilizacdo ndo é
observada. Isso se deve, provavelmente, pela impossibilidade de ligacdo dessas
moléculas na enzima, uma vez que as mutacdes realizadas causam em sua
maioria perda da atividade e tais moléculas sdo conhecidas por serem inibidores
competitivos de fumarases [18]. Entretanto, quando em altas concentracdes (250
mM) e em pH 7,0, a estabilizacdo dos mutantes é observada, em alguns casos,

maior que para a enzima nativa (Apéndice A).
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Figura 25. Resultados dos experimentos de termofldor dos mutantes da enzima HsFH
com os valores de diferenca na temperatura de desenovelamento (ATm em °C) em
relacdo a referéncia em agua. Cada coluna representa um pH diferente e cada linha
uma concentracdo de NaCl (mM). Os experimentos foram realizados usando o kit
Solubility and Stability 2 (Hampton Research). Em azul esté a referéncia em agua, verde
ATm > 2.0 °C, amarelo -2.0°C < ATm < 2.0 °C e vermelho ATm < -2.0 °C.

A analise da termoestabilidade dos mutantes indica que as mutacfes
K230R, E362Q e N373D apresentam uma menor influéncia na temperatura de
desenovelamento, os valores de Tm para os mutantes assemelham-se aos da
enzima nativa. Essas mutacbes apresentam a troca de residuos de mesmo
tamanho e de caracteristicas quimicas semelhantes, o que possibilita que as
interacOes desses residuos com os demais das cadeias sejam conservadas. Os

dados para os mutantes H180RHsFH e S365GHsFH indicam inicialmente que
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véarias das condicfes testadas aumentam sua estabilidade, porém ambos Tm séo
15 °C menores que o da enzima nativa, portanto mesmo com essa aparente

estabilizacdo, os mutantes ainda se encontram mais instaveis estruturalmente.

Para a HsFH nativa foi observado que ocorre um aumento na
termoestabilidade da proteina com o aumento do pH e da concentracao de NacCl,
0 que ja foi relatado para fumarase porcina [21]. Para os mutantes esse aumento
na termoestabilidade ndo é tdo observado, apenas nos mutantes N107THsFH,

H180RHsFH e Q185RHsFH podemos ver claramente esse efeito.

4.2.5 Estudos estruturais dos mutantes

Os mutantes da enzima HsFH cristalizam em diferentes condi¢gdes, porém
seus cristais tendem a se formar como canudos ou agulhas, assim como a proteina
nativa. Em algumas condi¢cdes foram obtidos cristais em uma forma mais cuboide.
Os cristais para a caracterizacdo por difracdo de raios-X foram selecionados por
meio de inspecéo visual, levando em consideragcao o tamanho e a presenca de faces

bem definidas (Figura 26).

Dentre os cristais obtidos foram enviados para a coleta de dados de
difracdo de raios-X um total de 67 e um minimo de dois conjuntos de dados foi
coletado para cada mutante. A condicdo de cristalizacdo de cada mutante que
gerou o conjunto de dados escolhido para o processamento, estad descrita na
tabela 14.
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Figura 26. Exemplos de cristais dos mutantes da HsFH. A) Cristais do mutante H180RHSFH na
condicdo 0,2M tartarato de amonio dibasico, 14% (m/v) PEG 3350. Proteina a 6 mg/mL. B) Cristal do
mutante E362QHsFH na condi¢do 0,1 M MES pH 6,5, 12% (m/v) PEG 20k. Proteina a 4 mg/mL. C)
Cristal do mutante S365GHsFH na condicdo 0,1 M BIS-TRIS pH 6,5, 20% (m/v) PEG 3350, 2%
Tacsimato pH 6,0. Proteina a 4 mg/mL. D) Cristal do mutante N373DHsFH na condi¢cédo 0,1 M MES
pH 6,5, 12% (m/v) PEG 20 K. Proteina a 4 mg/mL.

Os mutantes N107THsFH, H180RHsFH e Q185RHsFH cristalizaram no
grupo espacial hexagonal P 65 2 2, em condi¢gbes de cristalizagdo diferentes,
tendo em comum como precipitante PEG (polietileno glicol — 3350 para
H180RHsFH e Q185RHsFH e 10000 para N107THsFH).

A coleta de dados de difracdo de raios X foi realizada na fonte de radiacéo
sincrotron na linha de luz PROXIMA 1 em Soleil (NUumero da proposta: 20160042),
Franca. Detalhes envolvendo a coleta de dados, estatisticas de refinamento e
parametros do modelo estdo resumidas na tabela 14. Somente o refinamento
para os modelos N107THsFH, H180RHsFH e Q185RHsFH estdo completos.
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Tabela 14. Experimentos de cristalizacdo e coleta de dados dos mutantes E362QHsFH, H180RHsFH, K230RHsFH, N107THsFH, Q185RHsFH,
S365GHsFH e N373DHsFH.

Mutante Concentracdo da Condicéao de Cristalizacéo Resolucéao Processamento Grupo Espacial
Proteina (mg/mL) (A)
N107THsEH 4 0,2 M HEPES pH 7,5, 16% (m/v) PEG 2,3 |Mosflm P 6522
10.000 Aimless
6 0,2 M de tartarato de amonio dibasico, 1,9 XDS P 6522
N180RHsFH 14% (m/v) PEG 3350 SCALA
4 0,1 HEPES pH 7,5, 0,2 M Sulfato de 1,9 iMosflm P 6522
Q185RHsFH Litio monoidratado, 25% (m/v) PEG Aimless
3350
6 0,1 M HEPES pH 7,5, 1% (v/v) MPD, 2,0 iMosflm C2
K230RHsFH 10% (m/v) PEG 10.000 Aimless
4 0,1 M MES pH 6,5, 12% (v/v) PEG 2,0 XDS P2;
E362QHsFH 20.000 SCALA
4 0,1 M BIS-TRIS pH 6,5, 20% (m/v) 2,6 XDS P321
S365GHsFH PEG 3350, 2% )v/v) Tacsimato pH 6,0 SCALA
N373DHsEH 4 0,1 M MES pH 6,5, 12% (v/v) PEG 1,6 XDS C222

20.000 SCALA
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Tabela 15. Dados cristalograficos e estatisticos para N107THsFH, H180RHsFH, Q185RHsFH, K230RHsFH, E362QHsFH, S365GHsFH e N373DHsFH. Os
valores relativos a Ultima camada de resolucdo estdo mostrados entre parénteses.

Processamento de dados
Grupo espacial
Parametros de rede
a, b, c(A)
a By (°)
Comprimento de onda (A)
Resolucéo (A)
Reflexdes totais
Reflexfes Unicas
Multiplicidade
Completeza (%)
<llo(l)>
Wilson B-factor
Rmerge
Rmeas
Rpim
CC (¥2)
Refinamento parcial
Reflex6es usadas no
refinamento
Reflexdes usadas no Riree
Rwork
Rfree
NUumero de atomos exceto
hidrogénio
Macromoléculas
Ligantes
Solvente
Residuos proteicos
R.m.sd
Ligacoes (A)
Angulos (°)
Ramachandran
Favorecidos (%)
Permitidos (%)
Outliers (%)
Rotameros outliers (%)
Clash score
Fator de temperatura médio
(A%
Macromoléculas
Ligantes
Solvente

N107THsFH
P6s22

188,82 188,82 114,14
90,00 90,00 120,00
0,98

93,6-2,3 (2,382-2,3)
5433509 (531646)
53507 (5250)

101,5 (101,2)

99,97 (100,0)

12,74 (4,33)

21,50

0,8983 (1,51)

0,903 (1,518)
0,09117 (0,1539)
0,936 (0,834)

53506 (5251)

2656 (251)
0,1502
0,1854

7445

6927
30
488
924

0,002
0,53

98,04
1,96
0,00
0,00
1,13

29,53
49,15
30,10

H180RHsFH
P6s22

189,88 189,88 115,38
90,00 90,00 120,00
0,98

49,3-1,9 (1,97-1,89)
2136997 (203296)
95797 (9343)

22,3 (218)

99,57 (98,69)

15,51 (0,68)

38,04

0,1555 (3,234)
0,1591 (3,31)
0,03338 (0,6985)
0,999 (0,378)

95797 (9344)

4788 (467)
0,1583
0,1872

7621

7017
28
576
924

0,005
0,69

98,04
1,96
0,00
0,54
1,13

47,72
58,78
50,07

Q185RHsFH
P6s22

190,49 190,49 115,18
90,00 90,00 120,00
0,98

94,44-1,92 (1,99-1,92)
19521968 (1603064)
93759 (9202)

208,2 (174,2)

99,88 (99,64)

17,51 (3,40)

21,74

0,9241 (2,753)

0,9266 (2,761)
0,06623 (0,2114)

0,98 (0,466)

93750 (9203)

4625 (468)
0,1740
0,2052

7666

7006
27
633
924

0,004
0,64

97,61
2,39
0,00
0,28
0,57

30,72
61,26
34,58

K230RHsFH
cil21

148,5 125,1 142,0
90,00 115,22 90,00
0,98

67,17-2,05 (2,123-2,05)
5523360 (547798)
146332 (14491)

37,7 (37.8)

99,33 (99,10)

7,92 (2,26)

17,60

0,7832 (1,915)

0,7954 (1,945)

0,1347 (0,3327)

0,959 (0,53)

145835 (14485)

7297 (716)
0,2017
0,2480
15095

13896
12
1187
1848

0,004
0,61

96,96
3,04
0,00
1,37
151

24,43
50,43
28,84

E362QHsFH
P6522

188,77 188,77 115,06
90,00 90,00 120,00
0,98

49,12-2,49 (2,58-2,49)
1857356 (169855)
42596 (4022)

43,6 (42,2)

99,61 (96,31)

26,96 (2,50)

57,88

0,1446 (1,42)

0,1463 (1,437)
0,02222 (0,216)

0,999 (0,754)

42596 (4018)

2131 (202)
0,2406
0,3118

6840

6802

38
924

0,015
1,47

86,74
11,30
1,96
6,33
15,42

76,68

61,54

S365GHsFH
P3:21

189,79 189,79 117,0,8
90,00 90,00 120,00
0,98

82,18-2,9 (3,004-2,9)
182287 (18588)
53686 (5030)

3,4 (4,5)

90,81 (93,72)

8,06 (2,24)

46,55

0,1411 (0,548)
0,1675 (0,6473)
0,08899 (0,3404)
0,986 (0,737)

49119 (5029)

2429 (273)
0,2136
0,2720
13588

13588

1822

0,017
2,02

91,13
6,60
2,27
5,20

31,06

41,76

N373DHsFH
C222

125,47 148,69 115,05
90,00 90,00 90,00
0,98

45,5-1,6 (1,65-1,6)
614321 (57188)
137717 (13154)
4,5 (4,3)

97,03 (93,44)

6,09 (0,80)

20,89

0,18 (1,872)

0,203 92,114)
0,09096 (0,9518)
0,996 (0,52)

137717 (13137)

6876 (655)
0,2471
0,2656

8106

7091
42
973
924

0,003
0,60

97,39
2,61
0,00
1,07
2,17

24,51
40,43
35,31
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4.2.5.1 N107THsFH

A analise da estrutura obtida para N107THsFH confirma a presenca da
mutacdo como pode ser observado na figura 27. A estrutura foi determinada por
substituicdo molecular contendo dois mondmeros na unidade assimétrica e o

tetrdmero funcional sendo formado por operacdes de simetria cristalografica.

Thr (B) 107

Thr (&) 107

W f
Figura 27. Mapa de densidade eletrénica 2mFobs-DFcalc, com o (nivel de contorno) igual a 1,8;
representado em azul. Em destaque é mostrada a densidade eletrnica para o residuo treonina
107 nas cadeias A (a esquerda) e B (a direita).

Foi possivel determinar o mapa de densidade eletrénica os residuos 49-
510 e uma analise do enovelamento do mutante N107HsFH mostra que a
mutacado nao interferiu na formacédo do tetramero e que diferencas maiores se
encontram nas regides que sdo naturalmente mais flexiveis, como a regido N-
terminal, os residuos 361-374 e os residuos 456-500, conforme mostra a figura
28.
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Figura 28. RMSD por residuo entre o mutante N107THsFH e a proteina nativa (SUPP). A)
Valores da cadeia A do mutante em relacdo as cadeias A e B de 5UPP. B) Valores da cadeia B
do mutante em relacdo as cadeias A e B de 5UPP.

4.2.5.2 H180RHsFH

Através do mapa de densidade eletrénica foi confirmada a mutacdo no

residuo 180, como mostra a figura 29.

Arg (B) 180 [ §

Arg (A) 180

Figura 29. Mapa de densidade eletronica 2mFobs-DFcalc, com o (nivel de contorno) igual a 1,1;
representado em azul. Em destaque € mostrada a densidade eletrdnica para o residuo arginina
180 nas cadeias A (& esquerda) e B (a direita).

A mutacado no residuo 180 néo interferiu na formacéo do tetrdmero e o
RMSD entre o mutante e a nativa apresenta picos apenas nas regides flexiveis

(Figura 30).
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Figura 30. RMSD por residuo entre o mutante H180RHsFH e a proteina nativa (SUPP). A)
Valores da cadeia A do mutante em relacdo as cadeias A e B de 5UPP. B) Valores da cadeia B

do mutante em relacdo as cadeias A e B de 5UPP

O residuo His 180 se localiza no chamado sitio B, que foi descrito para E.

coli, como um sitio que liga o substrato L-malato e que pode atuar como um

ativador da enzima [30, 48]. Estruturalmente ele se encontra ao lado do sitio

ativo e proximo ao residuo Asn 107 (Figura 31), porém o mutante H180RHsFH

nao apresenta atividade enquanto o mutante N107THsFH é ativo. Essa diferenca

pode ser explicada pelo tipo de mutacao, pois a substituicdo de uma histidina por

arginina pode alterar as interacfes feitas pelo residuo e por se tratar do sitio B

pode indicar uma participacdo desse residuo no mecanismo de catalise.
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Figura 31. Representacdo em cartoon do sitio ativo e sitio B dos mutantes N107THsFH e
H180RHsFH sobrepostos a estrutura da enzima nativa. Em cinza estdo os residuos da HsFH

nativa, em vermelho os residuos mutados.

4.2.5.3 Q185RHsFH

Os dados estruturais para o mutante Q185RHsFH indicam um dimero na

unidade assimétrica e o tetramero formado por

operacbes de simetria

cristalografica. A mutacdo foi confirmada pela analise do mapa de densidade

eletrbnica, como apresenta a figura 32.

Arg (B) 185

Figura 32. Mapa de densidade eletrénica 2mFobs-DFcalc, com o (nivel de contorno) igual a 1,2;
representado em azul. Em destaque é mostrada a densidade eletronica para o residuo arginina

185 nas cadeias A (& esquerda) e B (a direita).
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Ao comparar a estrutura do mutante com a estrutura da HsFH algumas
diferengas importantes sao observadas. A regido do C-terminal da cadeia B, que
envolve os residuos do dominio 3, estd deslocada em relacdo a nativa, porém
ndo se encontra tdo fechada como a encontrada para a estrutura de HsFH
depositada anteriormente no PDB (3E04), na realidade ela se encontra em uma
conformacéo intermediaria entre as duas estruturas da enzima nativa (Figura
33). Esse dado também pode ser confirmado pelos graficos de RMSD da figura
34.

Figura 33. Representacdo em cartoon da HsFH e do mutante Q185RHsFH. Em cinza a
estrutura SUPP com a molécula de HEPES, em roxo 3E04 e em rosa o mutante Q185RHsFH.
Atomos de C, N, O e S estao representados em branco, azul, vermelho e amarelo, respectivamente.
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Figura 34. RMSD por residuo entre o mutante Q185RHsFH e a proteina nativa (5UPP). A)
Valores da cadeia A do mutante em relagé@o as cadeias A e B de 5UPP. B) Valores da cadeia B
do mutante em relacao as cadeias A e B de 5UPP
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A substituicAo da Arg 185 no lugar da GIn induziu uma mudanca
conformacional na cadeia, ou seja, as cadeias laterais da Ser 184, Arg 185 e Ser
186 se encontram na direcdo oposta do que se observa para a nativa (Figura
35). Por serem residuos proximos a entrada da cavidade do sitio ativo a
presenca da Arg 185 interfere no acesso dos substratos aos residuos cataliticos,

podendo assim afetar a atividade enzimética.

\

Figura 35. Alinhamento das estruturas das enzimas HsFH (5UPP) representada em cinza e
Q185RHsFH, representada em rosa. Estdo destacados o residuo catalitico His 235, e os
residuos 185. A superficie da proteina nativa esta representada em cinza escuro.

4.2.5.4 K230RHsFH

A estrutura do mutante K230RHsFH foi obtida no grupo espacial C 2 e
possui quatro monémeros na unidade assimétrica, que estdo arranjados na
forma de dois dimeros distintos, e ndo o tetrAmero funcional. Este s6 é formado
apés a aplicacdo de operacdes de simetria cristalografica. Na figura 36 é
possivel observar a unidade assimétrica em azul claro e os tetrameros formados

pelos simétricos representados em cor mais escura.
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Figura 36. Representacdo em cartoon da estrutura do mutante K230RHsFH. Em azul claro estdo
representados os mondmeros que compfe a unidade assimétrica e em escura estdo as
moléculas geradas por um eixo de rotacao de ordem 2 e que formam os tetrameros funcionais.

A andlise do mapa de densidade eletrénica confirma a presenca da
arginina na posicdo 230, conforme mostrado na figura 37, em todos os
mondmeros. Ao ser comparada com a estrutura da proteina nativa, ndo ha
mudancas significativas na estrutura global da proteina, porém é possivel
observar uma mudanca de conformacao no residuo Gln 185 que se apresenta
voltado para o sitio ativo, como no mutante Q185RHsFH (Figura 38). Os graficos
representando os valores de RMSD para o mutante em comparac¢édo com a HsFH

nativa (5UPP) encontram-se na figura 39.
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- Arg (D) 230

Figura 37. Mapa de densidade eletrénica 2mFobs-DFcalc, com o (nivel de contorno) igual a 1,0
para cadeia A (superior esquerda), 1,6 para cadeia B (superior direita) e 1,1 para as cadeias C e
D (inferior esquerda e direita, respectivamente); representado em azul. Em destaque é mostrada
a densidade eletrbnica para o residuo arginina 230.
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Figura 38. Representacdo em cartoon da estrutura da proteina K230RHsFH. A) Sobreposicédo da
estrutura da enzima HsFH nativa em cinza e do mutante K230RHsFH em verde escuro. Em
destaque em vermelho o residuo Arg 230 e os residuos GIn 185 e His 235. B) Sobreposicdo das
estruturas das proteinas HsFH nativa em cinza, do mutante K230RHsFH em verde escuro e do
mutante Q185RHsFH em rosa. Estdo destacados os residuos 185, em vermelho para
Q185RHsFH, em verde escuro para K230RHsFH e em cinza para HsFH nativa.
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Figura 39. RMSD por residuo entre o mutante K230RHsFH e a proteina nativa (SUPP). A)
Valores da cadeia A da proteina nativa em relacdo as cadeias A, B, C e D do mutante. B)
Valores da cadeia B proteina nativa em relagéo as cadeias A, B, C e D do mutante.
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4.2.5.5 E362QHsFH

Os dados estruturais para o mutante E362QHsFH indicam um dimero na
unidade assimétrica e o tetramero formado por operacbes de simetria
cristalografica. A mutacédo foi confirmada pela analise do mapa de densidade

eletrénica, como mostra a figura 40.

A figura 41 mostra a localizacdo da mutacdo no inicio do SS-loop e
proxima a histidina 235 catalitica [30, 36, 39, 47]. Embora ndo haja um consenso
sobre o papel de cada residuo na catélise, podemos afirmar que a presenca do
glutamico 362 proximo a His 235 é essencial, uma vez que a proteina com a
substituicdo do residuo acido glutamico pelo residuo glutamina nao possui

atividade.

Gin (B) 362

! ‘ N\
> \ )/\

Gin (A) 362 .

Figura 40. Mapa de densidade eletrénica 2mFobs-DFcalc, com o (nivel de contorno) igual a 1,0;
representado em azul. Em destaque é mostrada a densidade eletrbnica para o residuo
glutamina 362 nas cadeias A (a esquerda) e B (a direita).
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Figura 41. Sobreposicdo das estruturas das proteinas HsFH nativa, em cinza, e E362QHsFH,
em azul. Estdo destacados os residuos 362 da HsFH nativa em cinza e E362QHsFH em
vermelho. Em amarelo esté a regido do SS-loop.

Analisando globalmente a estrutura obtida, observam-se caracteristicas de
enovelamento semelhante a enzima nativa, como é mostrado pelos graficos de
RMSD da figura 42.
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Figura 42. RMSD por residuo entre o mutante E362QHsFH e a proteina nativa (5UPP). A)
Valores da cadeia A do mutante em relagé@o as cadeias A e B de 5UPP. B) Valores da cadeia B
do mutante em relacdo as cadeias A e B de 5UPP
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4.2.5.6 S365GHsFH

O empacotamento cristalino do mutante S362GHsFH gerou um conjunto
de dados que contém um tetramero funcional na unidade assimétrica. Nos dados
obtidos né&o foi possivel visualizar a mutacdo no mapa de densidade eletrénica.
Por se tratar de uma regido flexivel ndo foi possivel a construcdo do modelo

baseado na densidade eletrénica para os residuos 364-367.

Os dados de RMSD do mutante S362GHsFH em comparagdo com a
proteina nativa (5UPP) mostram diferencas conformacionais no dominio 3
(Figura 43). Uma andlise da sobreposicdo dos dados para a proteina
S362GHsFH em relacdo as estruturas depositadas da enzima nativa (5UPP e
3E04) mostra que o dominio C-terminal (D3) encontra-se na conformacéao
fechada, assim como 3E04, e diferente do encontrado para a nossa estrutura
(5UPP) que esta na conformacdo aberta (Figura 44). Nao foram encontradas

diferencas conformacionais nos sitios ativos da proteina.
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Figura 43. RMSD por residuo entre o mutante S265GHsFH e a proteina nativa (5UPP). A)
Valores da cadeia A da proteina nativa em relacdo as cadeias A, B, C e D do mutante. B)
Valores da cadeia B proteina nativa em relagcéo as cadeias A, B, C e D do mutante.
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Figura 44. Sobreposicdo das estruturas das proteinas S365GHsFH e HsFH nativa (5UPP e
3E04). Em cinza esta representada a cadeia B de 5UPP, em verde cadeia C do mutante
S365GHsFH e em roxo cadeia C da 3E04. Representacdo em cartoon putty. Atomos de C, N, O e
S estéo representados em branco, azul, vermelho e amarelo, respectivamente.

4.2.5.7 N373DHsFH

Através do mapa de densidade eletronica foi confirmada a mutacdo no

residuo 373, como mostra a figura 45.
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Figura 45. Mapa de densidade eletrénica 2mFobs-DFcalc, com o (nivel de contorno) igual a 2,0;
representado em azul. Em destaque € mostrada a densidade eletrbnica para o residuo &cido
aspartico 373 nas cadeias A (a esquerda) e B (a direita).
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Uma analise global da estrutura ndo apresenta diferencas em relacao a
proteina nativa, sendo que o RMSD entre elas apresenta os menores valores
entre os mutantes (Figura 46). O residuo 373 se localiza no SS-loop e é
considerado importante no mecanismo de catalise da enzima. A sobreposicao do
mutante com enzima nativa (5UPP) mostra que ndo h& mudancas
conformacionais na regido do sitio ativo e que o Asp 373 se localiza exatamente
na posicao da Asn 373 na nativa (Figura 45). Entretanto € possivel afirmar que a

carga do residuo 373 é importante para o mecanismo catalitico.
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Figura 46. RMSD por residuo entre o mutante N373DHsFH e a proteina nativa (5UPP). A)
Valores da cadeia A do mutante em relagéo as cadeias A e B de 5UPP. B) Valores da cadeia B
do mutante em relacdo as cadeias A e B de 5UPP
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Figura 47. Alinhamento das estruturas das enzimas HsFH nativa (SUPP) representada em cinza
e N373DHsFH, representada em azul escuro. O SS-loop esta destacado em amarelo. O residuo
Asp 373 esta em vermelho.
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5. CONCLUSOES

Fumarato hidratases ou fumarases (FH) catalisa a reacédo estereoespecifica
de hidratacao/desidratacdo do fumarato em L-malato e podem ser encontradas nas
formas mitocondrial e citosdlica. A enzima mitocondrial participa do Ciclo do &cido
citrico (Ciclo do acido tricarboxilico — TCA ou Ciclo de Krebs) convertendo fumarato
em L-malato na sétima etapa do ciclo, ja a forma citosolica participa no metabolismo
de aminoacidos e quando migra para o nucleo pode atuar no reparo ao dano ao
DNA. A fumarase humana também atua como supressor tumoral e mutacfes nessa

enzima estdo relacionadas com casos de MCUL e HLRCC.

Diante da importancia dessa enzima, nosso estudo centrou-se na completa
caracterizacdo da enzima fumarase humana (HsFH) e dos mutantes N107NHsFH,
H180RHsFH, Q185RHsFH, K230RHsFH, E362QHsFH, S365SHsFH e N373DHsFH

através da combinacao de técnicas bioquimicas e biofisicas.

Pela primeira vez para fumarases foi realizado o experimento de
caracterizacdo cinética avaliando a influéncia dos dois substratos na mesma
mistura reacional. Os resultados comprovam a influéncia do produto formado na
velocidade global da reacdo e permitiram a determinacéo correta dos parametros
cinéticos. Os estudos estruturais da enzima nativa confirmam a semelhanca
estrutural compartilhada entre a fumarase humana e outras fumarases de classe
II. Além disso, a presenca de moléculas de HEPES na extremidade C-terminal da
proteina e sua influéncia positiva na eficiéncia catalitica levanta a hipotese da
relevancia desse sitio para a atividade enzimatica. Estudos para investigar essas

hipoteses estdo em planejamento.

A producdo dos mutantes H180RHsFH, Q185RHsFH, K230RHsFH,
E362QHsFH, S365SHsFH e N373DHsFH demonstrou a importancia desses
residuos para a atividade catalitica. Somente o mutante N107THsFH manteve a

atividade com valores de velocidade e Ky menores que a nativa.

Os estudos de estabilidade térmica indicaram que as mutacdes
influenciam na ligagdo de moléculas como citrato de sodio e 4cido succinico e 0s
resultados sdo consistentes com a ideia de que as mutagbes estudadas

interferem na acomodacédo dos substratos. No entanto, os estudos estruturais
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dos mutantes demostram, que apesar das mutacdes influenciarem na atividade

enziméatica, nao afetam a formacgao do tetrdmero.

O entendimento do funcionamento da enzima humana permite estudos
seletivos envolvendo fumarases de organismos patogénicos. A caracterizacao da
enzima fumarase humana e seus mutantes presente nesse trabalho fornece
base para o desenvolvimento de novos estudos envolvendo as doencgas

relacionadas a essas mutacdes.
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Apéndice A. Resultados de AT, para HsFH e os mutantes N107HsFH, H180RHsFH, Q185RHsFH, K230RHsFH, E362QHsFH, S365GHsFH e
N373DHsFH com o kit Solubility & Stability. Descricdo dos compostos do kit Solubility and Stability screen (Hampton Research) utilizados no experimento
de fluorimetria diferencial com os respectivos ATm (°C).

Categoria Descricdo do composto ATn (°C)

Nativa N107T H180R Q185R K230R E362Q S365G N373D
1 REF Controle em agua Referéncia 0 0 0 0 0 0 0 0
2 A2 Controle precipitante 15% v/v Acido Tricloacético - - - - - - - -
3 A3 Aminoéacido/Derivado 125 mM L-Arginina -6.12 0.37 4.03 -2.75 -7.14 -4.18 -4.45 -4.45
4 A4 Aminoéacido/Derivado 125 mM L-Arginina/125 mM Acido L-Glutamico 1.28 6.9 8.77 3.07 1.3 0.92 1.22 1.22
5 A5 Aminoacido/Derivado 250 mM Glicina 2.83 7.06 8.25 1.74 1.78 1.91 1.74 1.74
6 A6 Aminoéacido/Derivado 250 mM L-Prolina 1.17 2.79 7.38 1.08 1.06 1.31 1.87 1.87
7 A7 Aminoacido/Derivado 60 mM L-Histidina 0.49 1.85 6.27 0.32 0.41 0.62 0.12 0.12
8 A8 Aminoacido/Derivado 250 mM B-Alanina 2.04 2.76 6.64 1.13 2.24 2.4 2.03 2.03
9 A9 Aminoacido/Derivado 250 mM L-Serina 1.69 -* -* -* 1.96 -* -* -*
10 A10 Aminoacido/Derivado 250 mM Ester etilico de L-Arginina -15.14 -11.03 -5.79 -10.97 -19.18 -20.18 -16.49 -16.49
11 A1l Aminoécido/Derivado 250 mM Diidrocloreto de L-Argininamida -9.04 -4.88 0.93 -1.46 -10.27 -10.01 -10.81 -10.81
12 Al2 Aminoéacido/Derivado 250 mM Acido 6-Aminohexantico 1.35 2.16 7.14 2.05 1.34 1.73 1.68 1.68
13 B1 Peptideo 250 mM Gly-gly 1.12 4.15 8.92 2.22 1.06 -0.39 0.47 0.47
14 B2 Peptideo 100 mM Gly-gly-gly 0.3 3.44 6.51 2.29 -0.5 -0.23 -0.38 -0.38
15 B3 Peptideo 2.5 % m/v mM Triptona -0.42 4.82 8.61 2.8 -1.76 -0.91 -0.58 -0.58
16 B4 Osmdlito 1250 mM Betaina monoidratada 5.17 7.33 12.14 5.17 8.45 7.86 8.58 8.58
17 B5 Osmolito 375 mM D-(+)-Trehalose diydratado 3.16 4.59 9.52 4 3.97 3.62 4.63 4.63
18 B6 Osmolito 1000 mM Xilitol 4.35 6.53 12.29 5.42 5 4.89 2.78 2.78
19 B7 Osmolito 1000 mM D-Sorbitol 5.55 6.51 11.74 5.9 6.27 5.84 5.54 5.54
20 B8 Osmolito 1000 mM Sucrose 5.35 8.66 12.43 6.93 5.82 7.44 6.53 6.53




21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38

39
40
41

42

43

44

45

46

B9
B10
B11
B12
C1
Cc2
C3
Cc4
C5
C6
Cc7
C8
C9
C10
Ci11
C12
D1
D2

D3
D4
D5

D6

D7

D8

D9

D10

Osmdlito
Osmdlito
Osmodlito
Osmodlito
Poliamina
Poliamina
Linker

Linker

Linker

Linker
Caotropio
Caotropio
Caotropio
Caotropio
Caotrépico
Caotrépio
Agente Redutor
Agente Redutor

Inibidor
Quelante
Metal

Metal

N&o Detergente
N&o Detergente
Nao Detergente

Nao Detergente

250 mM Hidroxiectoina

1250 mM Trimetilamina N-oxido diidratado
1000 mM Metil-a-D-glucopiranosidio

5% vlv Trietilenoglicol

250 mM Tetrahidrocloreto de espermina
250 mM Espermidina

250 mM Acido 5-Amino valérico

250 mM Acido Glutéarico

40 mM Acid Adipico

250 mM Diidrocloredo de Etilenodiamina
250 mM Hidrocloreto de Guanidina

250 mM Ureia

250 mM N-Metilureia

100 mM N-Etilureia

15% m/v N-Metilformamida

1.5% m/v Hipotaurina

75 mM TCEP hidrocloreto

10 mM GSH (L-Glutationa reduzida)/10 mM GSSG
(L-Glutationa oxidada)
2.5% m/v Hidrocloreto de Benzamidina

25 mM Acido etilenodiamino tetra-acético

50 mM Cloreto de magnésio heptaidratado/50 mM
Cloreto de calcio diifratado

50 mM Cloreto de Cadmio hidratado/50 mM Cloreto
de Cobalto () hexaidratado

500 mM Sulfobetaina Nao Detergente 195 (NDSB-
195)

500 mM Sulfobetaina Nao Detergente 201 (NDSB-
201)

500 mM Sulfobetaina Nao Detergente 211 (NDSB-
211)

500 mM Sulfobetaina Nao Detergente 221 (NDSB-
221)

1.55
8.98
4.66
-0.39
0.65
-20.4
0.88

-7.47
-5.18
-1.24
-1.89
-1.21
-16.44
0.77

-9.35
1.64
-3.35

-9.56

2.91

-3.17

2.66

0.65

8.41
7.99
1.75
3.96
-5.51
2.42

-1.36
-2.43
1.04

0.4
-4.36
2.88

-12.16

-9.06
5.77
-0.76

0.67

4.04

3.74

4.07

_x _x
13.49 6.07
12.19 6.02
6.58 1.82
8.59 6.21
2.52 -3.19
6.06 1.49
2.22 -1.72
1.56 -3.44
4.33 -0.2
_x _x
4.79 -0.72
0.67 -5.05
6.83 3.67
-3.73 -8.88
4.21 1.81
3.18 -0.8
8.86 2.71
6.48 1.93
_* _*
9.48 2.85

1.97
8.29
5.23
0.18
-0.43
-20.75
1.66

-8.53
-6.03
-1.6
-2.84
-2.03
-12.49
0.39

-8.9
-7.75
-3.45

-7.59

3.4

-10.92

3.68

0.98

7.86
4.94
0.05
-0.15
-9.95
1.66
-23.06

-8.42
-4.56
-0.88

-0.61
-12.31
0.34

-8.58
-1.61
-2.25

3.3

-2.58

1.35

-11.08
-2.67
-11.76

-2.91

3.41

-3.54

1.39

-11.08
-2.67
-11.76

-2.91

341

-3.54

1.39
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47

48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74

D11

D12
El
E2
E3
E4
E5
E6
E7
E8
E9
E10
E11
E12
F1
F2
F3
F4
F5
F6
F7
F8
F9
F10
F11
F12
G1
G2

N&o Detergente

Acido Organico
Acido Organico
Acido Organico
Acido Organico
Acido Organico
Acido Organico
Liguido I6nico
Liguido I6nico
Liguido I6nico
Liguido I6nico
Liguido I6nico
Sal

Sal

Sal

Sal

Sal

Sal

Sal

Sal

Sal

Sal

Sal

Sal

Sal

Sal

Sal

Sal

400 mM Sulfobetaina N&o Detergente 256 (NDSB-

256)
250 mM Taurina

250 mM Acetamida

250 mM Acido oxalico diidratado

250 mM Malonato de sédio pH 7.0

250 mM Acido Succinico pH 7.0

2.5% v/v Tacsimato pH 7.0

12.5% m/v Brometo de Tetraetilamonio
12.5% m/v Acetato de colina

12.5% m/v Acetato de 1-Etil-3-metilimidazolio
12.5% m/v Cloreto de 1-Butil-3-metilimidazolio
12.5% m/v Nitrato de Etilamdnio

250 mM Sulfato de aménio

250 mM Cloreto de am6nio

250 mM Sulfato de magnésio hidratado

250 mM Tiocianato de potassio

25 mM Cloreto de Gadolinio (Ill) hexaidratado
125 mM Cloreto de césio

125 mM Acido 4-Aminobutirico (GABA)

250 mM Nitrato de litio

250 mM Acido DL-Malico pH 7.0

250 mM Citrato de Litio tribasico tetraidratado
125 mM Acetato de amonio

125 mM Benzeno sulfonato de sédio

125 mM p-Toluenosulfonato de Sédio

500 mM Cloreto de sodio

700 mM Cloreto de potassio

350 mM Fosfato de s6dio monobésico

-3.25

0.99
-1.25

4.04
5.83
2.08
-4.82
4.72
1.08
-8.94
-9.57
3.09
-0.55
-0.27
-5.62
-13.77
-0.24
0.95
-3.34
8.55

0.43
-4.82
-8.57

1.13

1.79

13.44

2.67

4.63
0.8

5.45
10.1
5.58
-0.22
7.03
5.47

-6.13
7.18
2.86
191
1.26

-13.51
1.92
1.79
0.64

10.76
4.32

0.23
-1.52
3.42
2.74
18.11

6.72

6.85
5.04

9.06
10.94
8.16

13.38
10.4

1.63
8.9
7.49
7.13
6.39
-12.17
6.98
6.09
6.13
12.27
7.1

5.64

2.85

7.94

19.92

1.04

3.11
-0.03

3.28
5.61
2.51
1.01
9.01
6.44

-2.67
5.23
3.33
1.74
2.31

-5.31
1.97

0.7
2.26
5.19
2.68

1.12
-0.55
4.3
4.43
14.02

-3.88

1.83
-1.47

4.61
4.67
1.03
-5.97
4.72
-0.55
-10.8
-12.46
2.46
-0.25
0.72
-6.48
-9.32
0.01
1.2
-3.58
4.03
4.26
0.42
-6.8
-5.19
1.78
2.59
7.82

-3.14

0.93
-1.27
-7.8
4.01
4.51
-5.65
1.44
5.11
0.3

-11.22
3.43
-0.12
0.88
-7.11
-11.31
0.09
-1.9
1.28
4.68
3.22

-4.58
-8.69
2.16
2.46
10.16
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75
76
77
78
79
80
81
82
83
84
85
86
87
88
89
90
91
92
93
94
95
96

G3
G4
G5
G6
G7
G8
G9
G10
G11
G12
H1
H2
H3
H4
H5
H6
H7
H8
H9
H10
H1l
H12

Sal

Sal

Sal

Poliol e Sal
Poliol

Poliol

Poliol

Poliol

Poliol

Poliol

Poliol

Poliol

Poliol
Polimero
Polimero
Polimero
Polimero
Ciclodextrina
Ciclodextrina
Ciclodextrina
Ciclodextrina

Ciclodextrina

monoidratado/650 mM Fosfato de potéssio dibasico
500 mM Sulfato de sédio

700 mM Cloreto de litio

500 mM Brometo de sédio

20% v/v Glicerol/200 mM Cloreto de Litio

25% v/v Glicerol

5% v/v Etilenoglicol

5% v/v Polietilenoglicol 200

2.5% v/v Polietilenoglicol monometil éter 550
2.5% m/v Polietilenoglicol monometil éter 750
25% v/v Formamida

25% v/v Polipropilenoglicol P 400

12.5% v/v Pentaeritritol etoxilado (15/4 EO/OH)
5% m/v 1,2-Propanodiol

1.5% m/v Palietilenoglicol monometil éter 1.900
1.5% m/v Polietilenoglico 3.350

1.5% m/v Polietilenoglicol 8.000

1% m/v Polivinilpirrolidona K15

50 mM 6-0O-a-D-Maltosil-B-ciclodextrina

5 mM (2-Hidroxipropil)-B-ciclodextrina

40 mM o-Ciclodextrina

5 mM B-Ciclodextrina

25 mM Metil-B-ciclodextrina

6.92
-1.7
-1.8
3.6
5.54
0.09
0.08
-0.53
-0.43
-17.54
-1.78

0.32

0.15
0.23
0.26
-0.16

6.47
-0.96
-1.28

3.53

5.7
-0.11
-0.03

0.01

-0.31
-13.51
-3.15

0.16
-1.17
-0.07

-0.1
-0.42
-0.37

* Experimentos ndo realizados.
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Apéndice B. Resultados de AT, para HsFH e os mutantes N107HsFH, H180RHsFH, Q185RHsFH, K230RHsFH, E362QHsFH, S365GHsFH e
N373DHsFH com o kit Solubility & Stability 2. Descricdo dos compostos do kit Solubility and Stability screen (Hampton Research) utilizados no
experimento de fluorimetria diferencial com os respectivos ATm (°C).

Tampdo

Sal

ATm (°C)

1 REF
2 A2
3 A3
4 A4
5 A5
6 A6
7 A7
8 A8
9 A9
10 Al10
11 All
12 Al2
13 B1
14 B2
15 B3
16 B4
17 B5
18 B6
19 B7
20 B8
21 B9
22 B10

Referéncia

50 mM Acetato de sédio triidratado pH 4.5
50 mM Citrato de Sédio tribasico diidratado pH 5.0
50 mM Acido Succinico pH 5.5

50 mM MES monohidratado pH 6.0

50 mM BIS-TRIS pH 6.5

50 mM Imidazol pH 7.0

50 mM HEPES pH 7.5

50 mM Tris pH 8.0

50 mM BIS-TRIS Propano pH 8.5

50 mM AMPD pH 9.0

50 mM Glicina pH 9.5

50 mM Cloreto de Sodio

50 mM Acetato de sodio triidratado pH 4.5
50 mM Citrato de Sédio trib4sico diidratado pH 5.0
50 mM Acido Succinico pH 5.5

50 mM MES monohidratado pH 6.0

50 mM BIS-TRIS pH 6.5

50 mM Imidazol pH 7.0

50 mM HEPES pH 7.5

50 mM Tris pH 8.0

50 mM BIS-TRIS Propano pH 8.5

50 mM Cloreto de Sodio
50 mM Cloreto de Sodio
50 mM Cloreto de Sodio
50 mM Cloreto de Sodio
50 mM Cloreto de Sodio
50 mM Cloreto de Sodio
50 mM Cloreto de Sodio
50 mM Cloreto de Sodio
50 mM Cloreto de Sodio
50 mM Cloreto de Sodio

Nativa N107T H180R Q185R K230R E362Q S365G N373D

0
-22.42
3.8
-3.97
-1.88
-1.6
0.48
0.04
-0.15
-0.67
4.71
0.39
-22.91
5.08
3.18
-3.09
-1.46
-1.18
0.6
0.19
-0.15

0
-6.3
0.8
3.0
3.0
1.8
2.9
3.9
51
4.4
7.0
2.2
-14.2
-6.7
3.5
1.8
4.4
3.2
4.4
5.4
53

0
-8.0
-4.5
-1.1

0.0
2.8
-5.1
1.2
2.4
4.8
4.3
51
1.6
-5.3
-4.7
-1.1
-0.3
1.8
-1.3
4.6
5.0
5.8

0

-10.98
-10.14

-0.07
-0.27
3.36
1.59
3.04
2.74
1

291
0.73
4.21
-6.8
-9.69
1.19
0.39
4.97
3.35
5.95
3.92
3.34

0
-12.75
-11.91

-1.84
-2.04
1.59
-0.18
1.27
0.97
-0.77
1.14
-1.04
2.44
-8.57
-11.46
-0.58
-1.38
3.20
1.58
4.18
2.15
1.57

0
-21.8
-15.6

-5.7
-4.9
-2.7
-2.0
0.5
0.6
0.7
0.5
0.5
0.9
-22.2
-14.4
-4.4
-4.7
-2.7
-1.6
0.9
0.9
11

0

-17.68

-6.63
-5.48
-3.02
-2.62
0.28
-0.27
-0.02
-0.44
0.03
0.38

-24.13
-16.76

-4.93
-5.26
-2.58
-2
0.56
0.15
0.15

0
-23.13
-17.21

-4.95
-4.89
-2.78
-2.52
-0.13
-0.82
-0.85
-1.25
-0.95
-0.08
-24.56
-15.04
-4.66
-4.6
-2.85
-2.43
-0.16
-0.62
-0.77
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23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50

B11
B12
C1
Cc2
C3
Cc4
C5
C6
Cc7
Cs
C9
C10
C11
C12
D1
D2
D3
D4
D5
D6
D7
D8
D9
D10
D11
D12
El
E2

50 mM AMPD pH 9.0

50 mM Glicina pH 9.5

100 mM Cloreto de Sédio

50 mM Acetato de sédio triidratado pH 4.5
50 mM Citrato de Sédio tribasico diidratado pH 5.0
50 mM Acido Succinico pH 5.5

50 mM MES monohidratado pH 6.0

50 mM BIS-TRIS pH 6.5

50 mM Imidazol pH 7.0

50 mM HEPES pH 7.5

50 mM Tris pH 8.0

50 mM BIS-TRIS Propano pH 8.5

50 mM AMPD pH 9.0

50 mM Glicina pH 9.5

150 mM Cloreto de Sédio

50 mM Acetato de sédio triidratado pH 4.5
50 mM Citrato de Sédio tribasico diidratado pH 5.0
50 mM Acido Succinico pH 5.5

50 mM MES monohidratado pH 6.0

50 mM BIS-TRIS pH 6.5

50 mM Imidazol pH 7.0

50 mM HEPES pH 7.5

50 mM Tris pH 8.0

50 mM BIS-TRIS Propano pH 8.5

50 mM AMPD pH 9.0

50 mM Glicina pH 9.5

200 mM Cloreto de Sédio

50 mM Acetato de sédio triidratado pH 4.5

50 mM Cloreto de Sédio

50 mM Cloreto de Sédio

100 mM Cloreto de Sédio
100 mM Cloreto de Sédio
100 mM Cloreto de Sédio
100 mM Cloreto de Sédio
100 mM Cloreto de Sédio
100 mM Cloreto de Sédio
100 mM Cloreto de Sédio
100 mM Cloreto de Sédio
100 mM Cloreto de Sédio
100 mM Cloreto de Sédio
100 mM Cloreto de Sédio
100 mM Cloreto de Sédio
150 mM Cloreto de Sédio
150 mM Cloreto de Sédio
150 mM Cloreto de Sédio
150 mM Cloreto de Sédio
150 mM Cloreto de Sédio
150 mM Cloreto de Sédio
150 mM Cloreto de Sédio
150 mM Cloreto de Sédio
150 mM Cloreto de Sédio
150 mM Cloreto de Sédio
150 mM Cloreto de Sédio
150 mM Cloreto de Sédio
200 mM Cloreto de Sédio
200 mM Cloreto de Sédio

-0.74
4.02
0.37
-22.9
4.45
2.8
-2.77
1.1
-0.93
0.72
0.16
-0.09
-0.85
2.13
0.37
-21.94
2.78
2.25
-2.49
-0.79
-0.82
0.7
0.22
-0.01
-0.62
1.18
0.37
224

5.7
8.1
46

-15.0
-4.7
1.9
2.1
4.1
45
6.0
5.8
5.8
5.8
8.3
4.1

-7.5
1.7
1.9
6.5
5.2
6.1
5.8
5.9
6.5
8.7
4.6
-10.1

54
5.4
4.3

-6.6

-43

-0.7

-05
3.0
1.7
5.5
5.3
6.8
5.3
6.3
5.5

7.2

-4.0

-0.2
0.4
4.6
3.5
6.9
7.0
7.6
6.1
6.8
6.3

-6.9

1.83
1.52
4.42
-8.29
-6.53
1.71
1.17
4.96
3.63
6.62
4.98

1.73
2.09
4.83
-9.64
-5.93
3.54
1.65
4.99
3.47
7.38
5.2
4.14
2.58
151
5.22
-7.1

0.06
-0.25
2.65
-10.06
-8.30
-0.06
-0.60
3.19
1.86
4.85
3.21
2.23
-0.04
0.32
3.06
-11.41
-7.70
1.77
-0.12
3.22
1.70
5.61
3.43
2.37
0.81
-0.26
3.45
-8.87

0.8
0.8
1.2

-12.8
-4.4
-4.9
-2.5
1.7
1.0
1.1
1.2
0.8
0.9
1.4

-19.6

-115
4.1
-4.9
2.1
-0.6
1.1
1.2
1.3
1.0
1.1
1.6
-8.3

0
0.1
0.68
-23.84
-15.79
-4.06
-4.67
-2.41
-1.76
0.48
0.01
-0.04
-0.03
0.09
0.86
-22.08
-15.75
-4.14
-4.92
-2.22
-1.43
0.84
0.61
0.46
0.31
0.5
1.07
-23.71

-1.06
-1.02
-0.14

-17.48

-13.46

4.6
-4.84
-2.97
-2.32
-0.31
-0.66
-0.89
-1.08

-0.9
-0.16

-11.23
-3.34
-4.77

-2.8
-2.12
-0.18
-0.67
-0.87
-0.87
-0.73
-0.03
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51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78

E3
E4
E5
E6
E7
E8
E9
E10
E11
E12
F1
F2
F3
F4
F5
F6
F7
F8
F9
F10
F11
F12
G1
G2
G3
G4
G5
G6

50 mM Citrato de Sédio tribasico diidratado pH 5.0
50 mM Acido Succinico pH 5.5

50 mM MES monohidratado pH 6.0

50 mM BIS-TRIS pH 6.5

50 mM Imidazol pH 7.0

50 mM HEPES pH 7.5

50 mM Tris pH 8.0

50 mM BIS-TRIS Propano pH 8.5

50 mM AMPD pH 9.0

50 mM Glicina pH 9.5

250 mM Cloreto de Sédio

50 mM Acetato de sédio triidratado pH 4.5

50 mM Citrato de Sédio tribasico diidratado pH 5.0
50 mM Acido Succinico pH 5.5

50 mM MES monohidratado pH 6.0

50 mM BIS-TRIS pH 6.5

50 mM Imidazol pH 7.0

50 mM HEPES pH 7.5

50 mM Tris pH 8.0

50 mM BIS-TRIS Propano pH 8.5

50 mM AMPD pH 9.0

50 mM Glicina pH 9.5

500 mM Cloreto de Sédio

50 mM Acetato de sédio triidratado pH 4.5

50 mM Citrato de Sédio tribasico diidratado pH 5.0
50 mM Acido Succinico pH 5.5

50 mM MES monohidratado pH 6.0

50 mM BIS-TRIS pH 6.5

200 mM Cloreto de Sédio
200 mM Cloreto de Sédio
200 mM Cloreto de Sodio
200 mM Cloreto de Sodio
200 mM Cloreto de Sodio
200 mM Cloreto de Sodio
200 mM Cloreto de Sédio
200 mM Cloreto de Sédio
200 mM Cloreto de Sédio
200 mM Cloreto de Sédio
250 mM Cloreto de Sédio
250 mM Cloreto de Sédio
250 mM Cloreto de Sédio
250 mM Cloreto de Sédio
250 mM Cloreto de Sédio
250 mM Cloreto de Sédio
250 mM Cloreto de Sédio
250 mM Cloreto de Sédio
250 mM Cloreto de Sodio
250 mM Cloreto de Sédio
250 mM Cloreto de Sodio
250 mM Cloreto de Sédio
500 mM Cloreto de Sédio
500 mM Cloreto de Sédio
500 mM Cloreto de Sédio
500 mM Cloreto de Sédio
500 mM Cloreto de Sédio
500 mM Cloreto de Sédio

-0.04
2.04
-2.61
-0.65
-0.6
0.97
0.28
0.27
-0.67
2.48
0.36
22.69
0.18
1.85
-2.6
-0.37
-0.32
1.23
0.44
0.4
-0.31
2.6
0.9

-1.76
2.24
-2.86
0.38

-7.4
1.9
2.0
4.6
51
6.6
6.2
5.9
4.8
8.3
4.7

-4.3
14
1.8
4.9
5.9
7.2
6.3
6.4
4.7
8.4
4.6
-4.3

1.4
0.1
5.3

-4.2
1.5
2.0
5.8
4.6
7.6
8.0
7.9
6.2
7.1
6.3

-6.3

-4.0
0.9
2.8
5.9
5.2
8.0
8.4
8.4
6.8
6.9
7.2

-3.9

-2.1
2.9
2.2
7.4

-4.76
4.35
2.49
5.25
4.05
7.14
6.05
4.78
3.6
1.87
591
-7.05
-4.03
3.59
2.06
5.36
4.87
7.7
6.06
5.28
2.96
211
6.63
-7.18
-2.04
6.37
3.71
6.36

-6.53
2.58
0.72
3.48
2.28
5.37
4.28
3.01
1.83
0.10
4.14

-8.82

-5.80
1.82
0.29
3.59
3.10
5.93
4.29
3.51
1.19
0.34
4.86
-8.95
-3.81
4.60
1.94
4.59

-10.8
-3.6
-4.8
-2.0
-1.0

11
1.2
15
0.8
13
1.7

-20.4
-9.9
-3.2
-4.6
-1.9
-1.0

1.2
15
1.3
1.2
1.2
2.5

-18.6
-5.4
-1.2
-4.1
-0.6

-14.03
-3.47
-4.9
-2.14
-0.3
1.13
0.44
0.58
0.05
0.66
1.07
0.16
-12.97
-1.81
-4.63
-1.77
-0.98
1.22
0.76
0.71
0.46
0.77
2.17

-8.21
-1.31
-5.12
-0.87

-11.22
-3.7
-4.88
-2.67
-1.95
-0.26
-0.55
-0.66
-1.17
-0.6
0.01
-9.86
-9.72
-3.55
-4.79
-2.62
-2.11
-0.12
-0.55
-0.7
-0.97
-0.71
0.54
-16.12
-5.83
-1.46
-4.72
-1.97
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79
80
81
82
83
84
85

86

87

88

89

90

91

92

93

94

95

96

G7
G8
G9
G10
G11
G12
H1

H2

H3

H4

H5

H6

H7

H8

H9

H10

H1l

H12

50 mM Imidazol pH 7.0

50 mM HEPES pH 7.5

50 mM Tris pH 8.0

50 mM BIS-TRIS Propano pH 8.5
50 mM AMPD pH 9.0

50 mM Glicina pH 9.5

1000 mM Cloreto de Sédio

50 mM Acetato de sédio triidratado pH 4.5

50 mM Citrato de Sédio tribasico diidratado pH 5.0
50 mM Acido Succinico pH 5.5

50 mM MES monohidratado pH 6.0

50 mM BIS-TRIS pH 6.5

50 mM Imidazol pH 7.0

50 mM HEPES pH 7.5

50 mM Tris pH 8.0

50 mM BIS-TRIS Propano pH 8.5

50 mM AMPD pH 9.0

50 mM Glicina pH 9.5

500 mM Cloreto de Sédio
500 mM Cloreto de Sédio
500 mM Cloreto de Sédio
500 mM Cloreto de Sédio
500 mM Cloreto de Sédio
500 mM Cloreto de Sédio

1000 mM Cloreto de
Sadio
1000 mM Cloreto de
Sadio
1000 mM Cloreto de
Sadio
1000 mM Cloreto de
Sédio
1000 mM Cloreto de
Sadio
1000 mM Cloreto de
Sédio
1000 mM Cloreto de
Sédio
1000 mM Cloreto de
Sédio
1000 mM Cloreto de
Sédio
1000 mM Cloreto de
Sédio
1000 mM Cloreto de
Sédio
1000 mM Cloreto de
Sédio

0.7 5.7
2.18 8.4
1.54 7.0
1.26 6.7
0.61 7.0
2.7 8.9
3.93 5.7
-28.85

0.47

3.33 2.3
-3.34 -3.7
3.13 5.8
2.52 8.0
5.19 8.3
431 7.4
3.5 7.3
3.43 10.2
4.41 9.6

7.3
9.5
9.5
8.2
8.1
7.8
9.5

-2.7

3.9

5.8

4.1

8.3

8.8

10.8

10.3

9.8

8.9

9.0

6.72
9.1
7.39
5.92
4.01
2.74
7.46

-3.73

8.72

9.15

3.87

8.03

7.98

10.38

8.37

7.32

5.86

4.58

4.95
7.33
5.62
4.15
2.24
0.97
5.69

-5.50

6.95

7.38

2.10

6.26

6.21

8.61

6.60

5.55

4.09

2.81

0.3
2.1
1.9
2.4
2.3
2.3
4.6

-14.6

1.7

2.5

4.1

4.1

4.2

4.3

4.5

2.15
1.77
151
1.9
191
411

-5.29

-4.07

4.28

-1.41

1.36

5.02

3.99

3.73

3.82

4.32

-1.29
0.41
0.05
0.06
-0.29
0.12
2,72

1.47

-1.95

0.24

-4.61

-0.45

0.29

1.73

1.85

1.72

1.02

1.37
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