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RESUMO

SERRAO, V. H. B. Caracterizacdo das interacdes macromoleculares das proteinas
envolvidas na sintese de selenocisteinas em Escherichia coli. 2017. 256p. Tese (Doutorado
em Ciéncias) — Instituto de Fisica de Sdo Carlos, Universidade de Sdo Paulo, Sdo Carlos,
2017.

O estudo de processos de traducdo do codigo genético em proteinas desperta o interesse pelo
seu papel central no metabolismo celular, em particular, o estudo da via de sintese de novos
aminoacidos, como a selenocisteina e a pirrolisina, que resultam na expansdo do codigo
genético dos 20 amino&cidos canbnicos para um total de 22 aminoacidos. A selenocisteina
(Sec, U) é um aminoacido que representa a principal forma bioldgica do elemento selénio e
sua incorporacdo ocorre através de um processo cotraducional em selenoproteinas como
resposta ao cdédon UGA em fase, usualmente interpretado como cddon de parada. Essa
incorporacdo requer uma complexa maquinaria molecular distinta entre os trés dominios da
vida em que as selenoproteinas estdo presentes: Bactéria, Arquéia e Eucaria. Em Escherichia
coli, a via se inicia com a aminoacilacdo do tRNA especifico para a incorporagdo de
selenocisteinas (SelC, tRNA>) com um residuo de L-serina pela seril-tRNA sintetase
(SerRS) formando o tRNA carregado Ser-tRNAF®IS® que é entregue ao complexo
homodecamérico selenocisteina sintase (SelA) responsavel pela conversao Ser-Sec utilizando
a forma bioldgica de selénio entregue pela enzima selenofosfato sintetase (SelD). Uma vez
carregado com L-selenocisteina, 0 Sec-tRNA®® é entdo carreado pelo fator de elongagéo
especifico para selenocisteinas (SelB) para a sua incorporagdo na cadeia polipeptidica
nascente na posicdo UGA adjunta ao elemento SECIS (SElenoCysteine Insertion Sequence),
uma estrutura em grampo presente no RNA mensageiro que indica o codon de inser¢do de
selenocisteinas. Uma vez que elementos contendo selénio sdo toxicos para o ambiente celular,
interacOes entre as enzimas da via se fazem necessarias, onde as enzimas participantes em
procariotos sdo conhecidas e caracterizadas individualmente, no entanto, suas interacfes
macromoleculares nas diferentes etapas ainda ndo foram caracterizadas. Este projeto visa a
caracterizacdo macromolecular e estrutural das interacdes entre as enzimas SelA e SelB com
0s RNAs participantes tRNA®® e SECIS além do ribossomo de E. coli. Para isso, amostras de
SelA, SelB, tRNA®®, SECIS e ribossomo foram obtidas através de diferentes metodologias.
Para SelA e tRNA®® foram utilizados protocolos ja estabelecidos enquanto que, para SelB,
fez-se necessario a otimizacdo do protocolo previamente publicado e, consequentemente,
nova caracterizacdo biofisica através de metodologias como dicroismo dircular (CD) e
fluorescéncia intrinseca (IFS). Para analise das interacGes, medidas de espectroscopia de
anisotropia de fluorescéncia (FAS), ultracentrifugacdo analitica (AUC) e calorimetria de
varredura diferencial (DSC) foram utilizadas para determinacdo dos parametros de interacdo
dos diferentes complexos estudados. Somado a isso, experimentos de cinética GTPasica
foram realizados na formagcdo dos complexos e, além disso, foram gerados modelos
estruturais utilizando diferentes metodologias como espalhamento de raios-X a baixo angulo
(SAXS) além de estudos por microscopia eletrbnica de transmissdao (TEM). Os estudos
propostos irdo auxiliar no entendimento do mecanismo de incorporagdo deste aminoacido em
bactérias bem como nos demais dominios da vida além de elucidar o0 mecanismo sequencial
de eventos, provendo conhecimento e desenvolvendo metodologias para sistemas complexos
de interacdo proteina-proteina e proteina-RNA.

Palavras-chave: Selenocisteina. Interagdo proteina-RNA. Interagdo proteina-proteina.






ABSTRACT

SERRAO, V.H.B. Characterization of the macromolecular interactions of proteins
involved in the synthesis of selenocysteines in Escherichia coli. 2017. 256p. Tese
(Doutorado em Ciéncias) — Instituto de Fisica de S&o Carlos, Universidade de S&o Paulo, S&o
Carlos, 2017.

The study of genetic code processes in proteins is a central role in cell metabolism, in
particular the study of the synthesis pathway of new amino acids, such as selenocysteine and
pyrrolisine, which resulted in the expansion of the genetic code of the 20 canonical amino
acids for 22 amino acids. Selenocysteine (Sec, U) is an amino acid that represents a major
biological form of selenium element and its incorporation through a co-translational process
in selenoproteins in response to the in-phase UGA-codon, usually interpreted as stop-codon.
This incorporation requires a complex molecular machinery distinct between the three
domains of life in which, as selenoprotein has present: Bacteria, Archaea and Eukaria. In
Escherichia coli, an initiation pathway with an aminoacylation of the tRNA specific for the
incorporation of selenocysteines (SelC, tRNA®®) with an L-serine residue by seril-tRNA
synthetase (SerRS) resulting in the charged tRNA Ser-tRNAP®T 5% that is delivered to the
homodecameric complex selenocysteine synthase (SelA), responsible for Ser-Sec conversion
using the biological form of selenium delivered by the enzyme selenophosphate synthetase
(SelD). Once loaded with L-selenocysteine, Sec-tRNA>® is then carried by the
selenocysteine-specific elongation factor (SelB) for incorporation into the nascent polypeptide
chain at the UGA position attached to the SECIS (SElenoCysteine Insertion Sequence)
element, staple structure that indicates the insertion codon of selenocysteines. Since elements
containing selenium are toxic to the cell, interactions between how pathway enzymes are
made, where the enzymes participating in concepts are known and characterized individually,
however, their macromolecular interactions in the different steps have not yet been
characterized. This project aims at the macromolecular and structural characterization of the
interactions between SelA and SelB enzymes with the RNAS tRNA* and SECIS participants
in addition to the E. coli ribosome. For this, as samples of SelA, SelB, tRNA>*, SECIS and
ribosome were obtained through different methodologies. For SelA and tRNA®®, protocols
were used to determine parameters for SelB, it was necessary to optimize a previously
published protocol and, consequently, a new biophysical characterization through
methodologies such as circular dichroism (CD) and intrinsic fluorescence spectroscopy (IFS).
To analyze the interactions, measurements of fluorescence anisotropy spectroscopy (FAS),
analytical ultracentrifugation (AUC) and differential scanning calorimetry (DSC) were used
to determine the interaction parameters of different complexes studied. In addition, GTPases
activity experiments were carried out in the formation of the complexesand, in addition, we
have generated models that characterize different methodologies such as small angles X-ray
scattering (SAXS) and transmission electron microscopy (TEM). The proposed studies will
aid in understanding the mechanism of incorporation of this amino acid into bacteria as well
as the other domains of life besides elucidating the sequential mechanism of events, providing
knowledge and development of methodologies for complex protein-protein and RNA-protein
interaction systems.

Keywords: Selenocysteine. Protein-RNA interaction. Protein-protein interaction.
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Exemplos de complexos macromoleculares. O spliceossomo (a
esquerda) e o ribossomo 80S (a direita), ambos de S. cerevisae,
sdo exemplos de complexos macromoleculares cruciais para o
metabolismo celular e tiveram suas estruturas elucidadas através
de analise de particula isolada por crio-microscopia eletronica de
transmisséo (Cryo-EM).>®

Complexos macromoleculares. A esquerda s3o apresentados
exemplos de homocomplexos permanentes (capsideo do porcino-
virus tipo 2 formado pela proteina Orf2)® e transientes (dimero da
proteina Septina 7 que pode interagir com outras Erqteinas da
familia através de ambas interfaces promiscuas).” A direita,
exemplificacdo de heterocomplexos permanentes (poro nuclear —
NPC)® e transientes (heterofilamento das Septinas 2/6/7
usualmente montado no processo de citocinese).™*

Exemplos de complexos macromoleculares interagentes com
DNA ou membranas. (A) Heterodimero das proteinas ativadoras
do ciclo circadiano em mamiferos Bmall e Clock interagente com
o E-box presente no DNA.'* (B) Proposta de modelo de interagdo
do complexo macromolecular Per-complex com o heterodimero,
responsavel pela repressdo da transcricdo dos genes perl-3 e
cry1-2.% (C) Estrutura por Cryo-EM do complexo ATP sintase.™

Estruturas de complexos proteina-RNA obtidas por diferentes
técnicas. (A) Complexo RNase P resolvida por cristalografia de
proteinas.”? (B) Estrutura da RNA polimerase 2 obtida por crio-
microscopia eletronica de transmissdo.% (C) Modelo de interagdo
da RNase P por espalhamento de raios-X a baixo angulo
(SAXS).2 (D) Estrutura da proteinas ULA em complexo com
RNA obtida por ressonancia magnética nuclear (RMN).?*

Sintese de aminodacidos raros. Representacdo dos aminoacidos N-
formilmetionina (fMet) e Pirrolisina (Pyl) e um esquema de
sintese de cada um deles apresentado a esquerda e a direita,
respectivamente.

Comparacdo entre os aminoacidos Sec e Cys. (A) Selenocisteina
(U, Sec). (B) Cisteina (C, Cys).

A via de biossintese e incorporacdo de Sec em bactérias.
Esquema representado pelas estruturas das proteinas participantes
da via de biossintese de Sec que tiveram suas estruturas
resolvidas por técnicas experimentais. O tRNA>* é aminoacilado
pela enzima dimérica SerRS (verde) e posteriormente
reconhecido pelo complexo homodecamérico SelA (roxo) para a
conversao Ser-Sec. O composto de selénio é entregue pelo
dimero SelD (ciano) que estd envolvido com o processo de
reciclagem de selénio juntamente com a enzima dimérica CsdB
(azul). Ap6s a conversdo, 0 Sec-tRNA>*® é encaminhado para a
cadeia polipeptidica nascente pelo fator de elongacédo especifico
(SelB, amarelo) onde é incorporado através do reconhecimendo
do elemento SECIS e consumo de GTP. (SerRS — PDB.ID 2DQ3,
em verde; SelA — PDB.ID 3W1H, em roxo; CsdB - PDB.ID
1JF9, em azul; SelD — PDB.ID 3U0O, em ciano; SelB — 4ZU9,
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Figura 8 -

Figura 9 -

Figura 10 -

Figura 11 -

Figura 12 -

Figura 13 -

em amarelo e tRNA®® — PDB.ID 3W3S, em laranja).
Comparacio do tRNA®® para os diferentes dominios da vida. (A-
C) Representagdo em 2D em trevo dos tRNAs™ de E. coli, H.
sapiens e M. kandleri, respectivamente. (D) Sobreposicdo
tridimensional das estruturas dos tRNAs>* e identificacdo de
cada estrutura. (E) Sobreposicao tridimensional em superficie das
estruturas dos tRNAs>.

A via de biossintese e incorporacdo de Sec em arquéias e
eucariotos. Esquema representado pelas estruturas das proteinas
participantes da via de biossintese de Sec em arqueias (A) e
eucariotos (B) que tiveram suas estruturas resolvidas por técnicas
experimentais (SerRS — PDB.ID 2CJB/4RQE, em verde; PSTK —
PDB.ID 3A4L/3AM1, em roxo; SepSecS — PDB.ID 2Z67/4ZDP,
em rosa; SCLY - PDB.ID 3GZC, em azul; SPS2 — PDB.ID 3FD?5,
em ciano; EFSec — 4ACB/51ZL, em amarelo e tRNA>* — PDB.ID
4ADD/3A3A, em laranja, para arquéias e eucariotos
respectivamente).

Estado da arte dos estudos envolvendo o homodecaméro SelA.
(A) Mecanismo catalitico proposto.”” (B) Primeiras imagens
obtidas por microscopia eletronica de transmissdo de SelA” e (C)
do complexo binario SelAtRNAS, acreditando-se na
estequiometria  1SelA:5tRNASC.%® (D) Andlises estatisticas
multivariadas (MSA) dos conjuntos de dados de SelA e
SelAtRNA>* evidenciando a simetria D5 e, portanto,
estequiometria 1SelA:10tRNAS*.% (E) Estrutura cristalogréfica a
3,5 A de resolugio de SelA e (F) a 7,5 A de resolugio para o
complexo binério SelA.tRNA*, comprovando a estequiometria
de 1:10.%

Modelo de interagdo do complexo ternério SelA.tRNA%*.SelD. O
complexo binario SelA.tRNA® inicialmente formado perrmite a
interacdo de 5 dimeros de SelD, formando o complexo ternério
transiente Sel A.tRNA3* SelD.

Estruturas de fatores de elongacdo. (A) Representacdo da
estrutura cristalografica de SelB de A. aeolicus indicando seus 3
dominios de ligacdo canbnicos de EF-Tus e apresentando o
dominio adicional presente apenas em bactérias. (B) Estrutura do
complexo SelB.GDPNP-Sec-tRNA>* na presenca do elemento
SECIS resolvida por crio-microscopia eletronica de transmissao
(PDB ID: 5LZD). (C) Estrutura cristalografica de SelB de M.
maripaludis, uma arquéia (PDB ID: 4ACB). (D) Estrutura
cristalografica do EF candnico, EF-Tu de T. aquaticus (PDB ID:
1EFT). (E) Modelo proposto para interacdo de SelB junto ao
ribossomo 70S de procariotos e (F) EFSec ao ribossomo 80S
eucariotico.

Esquema 2D em forma de trevo representando as regides de
reconhecimento do tRNAS®. (A) O tRNA>® de bactérias
apresenta o dobramento ‘8+5’ nos bragos aceptor ¢ TyC e
variavel longo. Os bracgos sdo reconhecidos pelas enzimas SerRS
(aceptor + variavel), SelA (aceptor + D-loop) e SelB (aceptor +
TyC + variavel), além do pareamento anticddon junto ao cédon
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Figura 14 -

Figura 15 -

Figura 16 -

Figura 17 -

Figura 18 -
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UGA-Sec presente no mRNA. (B) Por sua vez, o tRNA®® dos
demais organismos apresenta dobramento ‘9+4’ nos bragos
aceptor e TyC e varidvel nao tao longo. Os bragos sdo
reconhecidos pelas enzimas SerRS (aceptor + variavel), PSTK
(aceptor + D-loop) além de SepSecS e EFSec (aceptor + TyC +
variavel), e o pareamento anticdon junto ao cddon UGA-Sec
presente no mRNA.

Comparacdo entre as diferencas estruturais do elemento SECIS.
(A) SECIS para bactérias (E. coli) localizado logo apds o cddon
UGA-Sec. Delimitado pelo retdngulo em verde encontra-se a
regido reconhecida pela proteina SelB a exatamente 11
nucleotideos do cddon UGA. (B) SECIS para arquéias (M.
jannaschii) localizado na regido 3’-UTR a aproximadamente 25
nucleotideos do codon UGA. (C) e (D) SECIS para eucariotos
superiores em que respectivamente € ilustrada as formas I e II.
Modelos estruturais dos complexos ribossomais. (A) Estrutura
tridimensional do ribossomo 70S de procariotos obtida por
cristalografia de proteinas.?’ (B) Estrutura tridimensional do
ribossomo 80S de eucariotos obtida por cristalografia de
protefnas.”’  (C)  Complexo  ribossomo.EF-Tu.tRNA™®
envidenciando a formacdo de estruturas macromoleculares
durante a sintese de proteinas obtida por Cryo-EM.2'% (D)
Complexo ribossomo.SelB.tRNAS®.SECIS por Cryo-EM."
Perfis dos espectros de dicroismo circular. (A) Espectros de
amostras proteicas. Proteinas majoritariamente em a-hélice,
folhas-p ou estruturas irregulares séo representadas em vermelho,
verde e preto, respectivamente. (B) Espectros do
desenovelamento de RNA estruturado em funcéo da temperatura
monitorado por VT-CD.*2%1%8

Medidas de ITC. (A) Esquema do aparato experimental utilizado.
(B) Etapas do processo de titulagdo isotérmica em funcdo do
tempo.

Medidas de DSC. (A) Esquema do aparato experimental
utilizado. (B) Exemplificacdo do processo de transicdo de estados
(nativo-desnaturado ou enovelado-desenovelado) e os parametros
determinados a partir do termograma obtido

Representacdo do experimento de espectroscopia de anisotropia
de fluorescéncia. (A) Esquema geral do desenho experimental
com o0 posicionamento dos polarizadores e configuracéo
comumente utilizada em “L”. (B) Modelo esquematico da
polarizacdo da luz e consequéncias pela influéncia do tamanho
das particulas em solucdo, semelhante ao nosso modelo
experimental.

Representacdo do experimento de ultracentrifugacdo analitica.
(A) Cela para experimentos de velocidade de sedimentacéo. (B)
Cela para experimentos de equilibrio de sedimentacdo. (C)
Esquema da dindmica do experimento de velocidade de
sedimentagdo para 4 tempos distintos e (D) perfil das medidas
para cada tempo. (E) Principio do experimento de equilibrio de
sedimentacdo onde, como o préprio nome diz, ha um equilibrio
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Figura 21 -

Figura 22 -

Figura 23 -

Figura 24 -

Figura 25 -

Figura 26 -

das espécies em solucdo de modo que as particulas nao
sedimentem totalmente e possam se manter devido & acdo da
difuséo

Esquema representativo dos ensaios de HDX. (A) Modelo
ilustrando a incorporacdo de deutério nas amidas das regides
expostas ao solvente e a visualizagdo apOs a protedlise. (B)
Peptideo ilustrando os atomos que o compde, em destaque em
amarelo, os hidrogénios amidicos da cadeia principal passiveis de
sofrerem a troca por deutério. (C) e (D) Gréfico evidenciando o
melhor processo de incorporag¢do quando a amostra esta sujeita a
pH 2,5 e baixas temperaturas, respectivamente.

Esquema representativo do experimento de FTIR. (A) Modos
vibracionais das Amidas | e Il, regibes de estiramento das
ligacbes C=0 e N-H presentes nas ligacfes peptidicas. (B)
Bandas de absorcdo das Amidas | e 1l em funcdo do numero de
onda da radiacdo incidente. O processamento a partir das bandas
observadas revela caracteristicas fundamentais com relacdo aos
percentuais de estruturacdo secundaria presentes nas amostras.
Metodologia de cristalizacdo de macromoléculas bioldgicas. (A)
llustracdo do processo que correlaciona a concentragdo de agente
precipitante e a solubilidade da macromolécula em solucéo,
ilustrando as trés diferentes etapas do processo de cristalizacéo.
(B) Mecanismo ilustrativo usando método sitting drop, ou gota
sentada, mostrando a variagdo do tamanho da gota e,
consequentemente, aumentando a concentracdo das moléculas ali
presentes. Além disso, ilustracBes distinguindo os métodos de
gota sentada e gota suspensa, 0S quaisS possuem 0S MEesMos
processos fisico-quimicos.

Esquemas representativos sobre microscopia eletronica. (A)
Representacdo de um microscopio eletrbnico com seu sistema
magneto-optico. (B) Exemplo de modelo de imagem de
transmissdo. A imagem observada no anteparo ndo revela, em sua
totalidade, o objeto que a gerou.

Comparativo entre preparos de amostras para TEM. (A) Esquema
apresentando a sequéncia de eventos no preparo de amostras para
microscopia eletrénica de transmissdo utilizando negative stain e
congelamento em gelo vitreo. (B) Comparacdo dos preparos de
amostras evidenciando diferencas entre as duas metodologias
utilizadas. (C) Comparativo entre uma particula em meio ao sal
metalico e em gelo vitreo.

Esquema de uma grade de microscopia: A grade de
aproximadamente 3 mm possui cerca de 400 quadrados de
aproximadamente 60 pum onde cada um possui inimeros buracos
de 1 pum onde é formado um filme fino de solugdo contendo a
amostra de interesse. Abaixo, o esquema de como foram
realizadas as coletas de dados, onde em um (nico buraco séo
coletadas 6 diferentes imagens de 7 frames cada uma. As imagens
coletadas nas regibes em roxo foram em baixos valores de
defocus (~ -1,5 um), ou seja, coleta de alta resolucdo. Enquanto
gue a regido representada em verde foi coletada em alto defocus
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Figura 27 -

Figura 28 -

Figura 29 -

Figura 30 -

Figura 31 -

Figura 32 -

(~ -3,5 um), o que ndo leva a altas resolucdes favorecendo o
processamento dos dados.

Processamento de dados de TEM (A) Esquema da sequéncia de
eventos da coleta e processamento de experimentos de
microscopia eletrénica de transmissdo. Os passos sao iterativos e
apresentam uma sequéncia previamente definida. (B) Esquema da
funcdo transferéncia de contraste. No espaco de frequéncias
(espaco de Fourier ou espaco reciproco) a CTF é uma fungéo que
oscila e decresce até o limite de resolucdo dos dados coletados.
Por possuir zeros e valores negativos, se faz necessario a correcéo
da funcéo e flipagem das fases nos dados a serem processados.
Esquema geral da técnica de duplo-hibrido dirigido. (A) Modelo
da interacdo da quimera DBD+isca e ativacdo ap0s a interacdo
AD+presa do gene reporter. (B) Esquema da organizagdo génica
e de interacdo da isca localizada no C-terminal com o promotor.
(C) Mapa do vetor pLexA-C. (D) Mapa do vetor pGAD-424.
Modelagem molecular de SelB (A) Modelo estrutural de SelB de
E. coli obtido a partir de fragmentagdo da sequéncia e busca por
modelos homélogos. (B) Esquema topoldgico da estrutura de
SelB dividida em 4 dominios (WHDs 1-4). (C) Diagrama de
Ramachandran do modelo construido por fragmentagédo
evidenciando 94,76% dos residuos em regifes favoraveis e
apenas 1,52% em regies ndo permitidas. (D) Estrutura de SelB
de E. coli obtida através de modelagem por homologia utilizando
a estrutura cristalogréafica de SelB de A. aeolicus (PDB.ID 4ZU9)
e representada pelas estruturas secundarias e colorida por
dominios. (E) Sobreposi¢do das estruturas do modelo de SelB de
E. coli obtidos pela modelagem por homologia (colorida por
dominios) da sequéncia full-lenght e a Estrutura cristalografica de
AaSelB (branco) obtendo rmsd 0,487 A.

Comparacao estrutural entre SelBs de bactéria e arquéia e EFSec
humano (A) Modelo estrutural de SelB de E. coli sobreposto com
EF-Tu bacteriano (azul). (B) Sobreposicdo com SelB de arquéia
(amarelo) evidenciando o posicionamento divergente das WHDs
3 e 4. (C) Sobreposicdo estrutural com EFSec humano (lilas)
semelhante a SelB de arquéias.

Modelos estruturais dos complexos macromoleculares de SelB.
(A) Modelo de interacdo de SelB.tRNA>* (em preto) mostrando
a importancia do brago variavel interagente com a WHD3. (B)
Modelo do complexo ternario SelB.tRNAS.SECIS (em verde), a
distancia determinada do ultimo nucleotideo de SECIS a posi¢éo
wobble do tRNA foi de 76 A, ou seja, 11 nucleotideos, como
descrito na literatura.”> (C) Modelo estrutural do complexo
ternario na entrega do tRNAS® ao ribossomo. SelB é representada
em amarelo, 0 tRNA®® em laranja e o ribossomo em cinza (30S
em superficie e 50S em fita).

Etapas de purificagdo de SelA. (A) Dessalinizacdo em coluna
HiTrap Desalting com monitoramento em 280 e 260 nm. (B)
Exclusdo molecular em coluna Superdex 200 HL (16/60) com
monitoramento em comprimento de onda de 280 nm. A seta
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Figura 33 -

Figura 34 -

Figura 35 -

Figura 36 -

Figura 37 -

Figura 38 -

Figura 39 -

indica o pico referente a SelA. (C) SDS-PAGE 15% das etapas de
purificacdo: 1) padrdo de massa molecular (kDa); 2) amostra
precipitada com sulfato de aménio; 3) amostra apds passagem
pela coluna HiTrap Desalting; 4) amostra com Nycodenz®
concentrada a 2 mL; 5) amostra eluida da coluna de exclusédo
molecular; 6) amostra eluida concentrada (concentrador de corte
de 100 kDa).

Cromatografias de exclusdo molecular de SelB utilizando coluna
Superdex 75 GL (10/300). (A) Cromatograma da amostra
purificada por cromatografia de afinidade e submetida a SEC,
apos a dialise, com eluicdo em ~9,5 mL. (B) Cromatograma da
amostra apds a adicdo da etapa de tratamento com RNase
apresentando eluicdo em ~10,8 mL. Inset: curva de calibracdo da
coluna utilizando padrbes de massa molecular conhecidos.
Determinacdo da massa molecular de SelB em ~87 kDa, ou seja,
conformagdo monomeérica em solucéo

Confirmacdo da obtencdo de SelB de E. coli. (A) SDS-PAGE
15% das etapas de purificagdo: 1) padrdo de massa molecular
(kDa); 2) extrato proteico bruto; 3) eluido diretamente da coluna
de afinidade; 4) lavagem da coluna de afinidade com 10 mM de
imidazol; 5) amostra eluida da coluna de de afinidade com 100
mM de imidazol; 6) amostra ap6s a cromatografia de excluséo
molecular em coluna Superdex 75 (10/300). (B) Western blot para
identificagcdo da His-TAG das mesmas amostras citadas acima e
na mesma ordem. (C) Identificacdo e cobertura da sequéncia de
SelB de E. coli por espectrometria de massas da amostra
tripsinizada do gel de poliacrilamida 15%.

Analise de possiveis contaminacdes com nucleotideos
enddgenos. Cromatograma da coluna de troca idnica Protein Pack
DEAE 5 PW, 75 mm x 7,5 cm (Waters) monitorando a
absorbancia em 253 nm utilizando os padrdes i) tampéo E, ii)
GDP, iii) GTP e iv) GDP+GTP além das amostras SelB1 e SelB2,
purificadas das cepas E. coli BL21 e E. coli WL81460,
respectivamente. O tempo de retencdo de GDP (5,2 min) e GTP
(5,9 min).

Amplificacdo dos genes de interesse. Resultado da amplificacédo
do gene selC (A), secis (B) e alaS (C). 1) padrdo de massa
molecular 1 kb Plus (Fermentas); 2) gene selC de E. coli (121
pb), secis (75 pb) e alaS (81 pb).

Espectros de VT-CD monitorando o enovelamento dos RNAS:
tRNAS® (A), SECIS (B) e tRNA™ (C) e representacéo
bidimensional da estrutura em trevo para os tRNAs e de SECIS.
Ensaios de atividade in vitro por HPLC. Cromatograma da coluna
de troca ibnica Protein Pack DEAE 5 PW, 7,5 mm x 7,5 cm
(Waters) monitorando a absorbancia em 253 nm utilizando os
padrdes i) tampao E, ii) GDP, iii) GTP e iv) GDP+GTP além das
amostras dos complexos macromoleculares estudados. O tempo
de retencdo de GDP (4,4 min) e GTP (5,4 min).

Medidas espectroscopicas para comparacao das amostras de SelB
purificas de ambas as cepas de expressdo. (A) Espectros de CD
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Figura 40 -

Figura 41 -

Figura 42 -

Figura 43 -

Figura 44 -

das amostras SelB — E. coli BL21 — SelB — E. coli WL81460 —
e VT-CD resultando em Tms de (48,2 + 0,4) °C e (48,0 £ 0,5) °C,
respectivamente.  Espectros  normalizados indicando a
semelhanca entre as amostras. (B) Espectros de emisséo dos
triptofanos de SelB (excitacdo 295 nm) também comparando as
cepas e determinacdo do ponto de maximo analisando a derivada
da curva obtida, 0 que mostrou a conservacdo em 333 nm,
indicio de internalizacéo dos residuos aromaticos.

Medidas de VT-CD. Os complexos de SelB.GTP (A) e SelB.GDP
(B) analisados em condi¢bes saturantes dos nucleotideos
resultaram em Tys de (50,3 + 0,2) °C e (49,1 £ 0,1) °C,
respectivamente. A Tp, de SelBs, sob mesmas condicdes
experimentais (48,2 + 0,4) °C.

Medidas de ITC na interacdo com os nucleotideos de guanina. Os
complexos de SelB.GTP (A) e SelB.GDP (B) analisados por ITC
resultaram em Kp®™" = (124 + 8) nM (ou, 0,124 + 0,008 pM) e
ndo determinado para Kp®"".

Medidas de IFS na interacdo com o tRNASec. (A) Representagéo
do modelo estrutural de SelB representado em ribbon com os
residuos de triptofanos destacados em roxo. As setas indicam as
regides preditas para interacdo com GTP (azul), tRNA>* (laranja)
e 0 elemento SECIS (vermelhor). (B) Bandas de emisséo de SelB
a 50 nM e posterior adicdo de GTP [100 uM] com incremento da
concentracdo de tRNA>® utilizando excitacdo em 295 nm e
monitoramento entre 303 — 510 nm com filtro de 295 nm. A linha
tracejada indica 0 maximo de emisséo observado em 333 nm. (B)
Curva de maximo de intensidade de emissdo em 333 nm
normalizado relacionado & concentragdo de tRNAS* titulado,
evidenciando o perfil de interacdo especifica sendo possivel
utilizar o ajuste dos dados experimentais com o ajuste de Hill
mostrado na equagao 12.

Medidas de FAS. (A) Curva experimental normalizada da
interacdo de tRNA®*® & 50 nM (49 nM + 1 nM marcado com
fluoresceina) em concentracdes saturantes de GTP [100 uM] e
incremento da concentracdo de SelB utilizando excitagdo em 480
nm com filtro de 515 nm. (B) Analogamente ao item (A), curva
normalizada da interagdo de SECIS (49 nM + 1 nM marcado com
fluoresceina) em concentracdes saturantes de GTP [100 uM] e
incremento da concentragdo de SelB e (C) Curva utilizada como
controle negativo normalizada da interagdo com o tRNAA? (49
nM + 1 nM marcado com fluoresceina) em concentragdes
saturantes de GTP [100 uM] e incremento da concentragdo de
SelB. Todos o0s experimentos realizados em triplicata e
normalizados evidenciaram perfil de interacdo sendo possivel
utilizar o ajuste dos dados experimentais com a equacgdo de Hill
(curva em vermelho).

Medidas de FAS para determinacdo da formacdo do complexo
quaternario. (A) Curva experimental normalizada da interagdo de
tRNA>* & 50 nM (49 nM + 1 nM marcado com fluoresceina) em
concentracdes saturantes de GTP [100 puM] e incremento da
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Figura 45 -

Figura 46 -

Figura 47 -

Figura 48 -

concentragdo do complexo SelB.GTP.SECIS. (B) Curva
normalizada da interagdo de SECIS (49 nM + 1 nM marcado com
fluoresceina) em concentracdes saturantes de GTP [100 uM] e
incremento da concentracdo do complexo SelB.GTPtRNA®.
Todos os experimentos realizados em triplicata e normalizados
evidenciaram perfil de interacdo sendo possivel utilizar o ajuste
dos dados experimentais com a equacdo de Hill (curva em
vermelho).

Medidas de FAS para determinacdo da formacdo de complexos
na presenca de SelA. Curva experimental normalizada da
interacdo de SelA.tRNAS 3 50 nM (49 nM + 1 nM marcado com
fluoresceina) em concentragbes saturantes de GTP [100 uM] e
incremento da concentracdo de SelB. Todos 0s experimentos
realizados em triplicata e normalizados evidenciaram perfil de
interacdo sendo possivel utilizar o ajuste dos dados experimentais
com a equagéo de Hill (curva em vermelho).

Certificacdo de qualidade do ribossomo (NEB). (A) SDS-PAGE
10% enviado como controle pela empresa (NEB) contendo
marcador de massa molecular e uma amostra de ribossomo do
mesmo lote adquirido. (B) SDS-PAGE 10% da amostra de
ribossomo checado como controle de qualidade da amostra
adquirida comparado ao marcador de massa molecular e o
ribossomo. (C) Micrografia obtida por microscopia eletronica de
transmissdo em preparo por contraste negativo do ribossomo
preparado em tampdo E, confirmacdo da morfologia,
monodispersividade e tamanho das particulas esperado para o
complexo ribossomal de E. coli (25 nm).

Medidas de FAS da interacdo com o ribossomo. (A) Curva
experimental normalizada da interacio de SelB.tRNA3* & 50 nM
(49 nM + 1 nM marcado com fluoresceina) em concentracfes
saturantes de GTP [100 uM] e incremento da concentracdo de
ribossomo. (B) Curva normalizada da interacdo de SelB.SECIS
(49 nM + 1 nM marcado com fluoresceina) em concentracdes
saturantes de GTP [100 uM] e incremento da concentracao de
ribossomo e (C) Curva experimental normalizada da interagéo de
SelB.tRNA®*.SECIS a 50 nM (49 nM + 1 nM marcado com
fluoresceina) em concentracBes saturantes de GTP [100 uM] e
incremento da concentracdo de ribossomo. Todos 0s
experimentos realizados em triplicata e normalizados
evidenciaram perfil de interacdo sendo possivel utilizar o ajuste
dos dados experimentais com a equacdo de Hill (curva em
vermelho).

Proposta de modelo sequencial de interacdo para a incorporacéo
de Sec em bactérias. SelB ativada pela presenca de um GTP em
seu dominio N-terminal reconhece os bracos aceptor, T¥C e
variavel do tRNAS* em complexo com SelA. Uma vez retirado, o
complexo ternario SelB.GTP.tRNA3* reconhece a porcéo apical
do elemento SECIS através do dominio C-terminal de SelB e,
posteriormente, realiza a entrega do Sec.tRNA>® junto ao sitio A
do ribossomo para a incorporacdo de Sec na selenoproteina
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Figura 49 -

Figura 50 -

Figura 51 -

Figura 52 -

Figura 53 -
Figura 54 -

Figura 55 -

Figura 56 -

Figura 57 -

nascente.

Anélises de velocidade de sedimentacdo. Picos correspondentes a
SelB e complexos para o experimento de velocidade de
sedimentacéo a 25 °C sob rotagdo de 40.000 rpm.

Analises de sedimentacdo em equilibrio. Curvas experimentais
das amostras SelB.GTP.tRNA>* e SelB.GTP.tRNA*? para o
experimento utilizando trés razdes estequiométricas (0,5:1; 1:1 e
2:1 de SelB:tRNAs) nas velocidades 3.000, 8.000, 12.000 e
15.000 rpm.

Medidas de ITC por injecdo Unica e determinagdo da variacdo de
entalpia dos complexos. Os complexos de SelB.GTP (A),
SelB.GTPtRNA>® (B) e SelB.GTP.tRNA®*.SECIS analisados
por ITC resultaram nos valores termodindmicos expressos na
Tabela 8.

Ensaios de deslocamento de mobilidade eletroforética qualitativa
em condi¢fes nativas. Foram utilizadas as amostras SelB,
tRNA®* e SECIS como controles & 1 uM e titulagbes de
concentracdes em razdes estequiométricas (0,5:1; 1:1 e 2:1).
Termogramas das anélises de DSC dos complexos formados.
Mapeamento da superficie acessivel ao solvente de SelB atraves
de HDX. (A) Heat map da estrutura priméaria de SelB para 0s
tempos 5 min e 30 min de incorporacdo de deutério. Legenda do
percentual de incorporacdo: 0-10% - azul escuro, 10-12,5% -
azul, 12,5-20% - azul claro, 20-25% - ciano, 25-30% - verde
escuro, 30-45% - verde claro, 45-55% amarelo, 55-70% - laranja,
70-80% marrom e 80-100% vermelho. Heat map da taxa de
incorporacdo de deutério, para o tempo de 5 min (B) e 30 min
(C), no modelo estrutural de SelB obtido por modelagem por
homologia representado em cartoon e superficie.

Mapeamento da superficie acessivel ao solvente dos complexos
de SelB através de HDX. (A) Heat map da estrutura priméria de
SelB para o tempo de 30 min de incoporacdo de deutério para 0s
complexos SelB.GTPtRNA®® e SelB.GTPtRNA.SECIS.
Legenda do percentual de incorporacgéo: 0-10% - azul escuro, 10-
12,5% - azul, 12,5-20% - azul claro, 20-25% - ciano, 25-30% -
verde escuro, 30-45% - verde claro, 45-55% amarelo, 55-70% -
laranja, 70-80% marrom e 80-100% vermelho. Heat map da taxa
de incorporacdo de deutério, para o complexo ternario (B) e
quaternario (C), no modelo estrutural de SelB obtido por
modelagem por homologia representado em cartoon e superficie.
Quantificagdo das estruturas secundarias de SelB e variagdo na
presenca dos RNAs (A) Andlise da banda da amida-1 de
SelB.GTP com ajuste da curva de deconvolugdo pelas 7
gaussianas (BL - 1610 cm™, By - 1623 cm™, Br - 1633 cm™,
randémicas - 1644 cm™, a-hélices - 1654 cm™ volta - 1674 cm™,
BL - 1690 cm™). (B) Espectro de diferenca SelB.GTP.tRNA® —
SelB.GTP. (C) Espectro de diferenca SelB.GTP.tRNA®®*.SECIS -
SelB.GTP.tRNA™™,

Analise 2D dos espectros de FTIR. (A) Anélise do espectro
sincrono e (B) do espectro assincrono, indicando a formacéo
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Figura 58 -

Figura 59 -

Figura 60 -

Figura 61 -

Figura 62 -

Figura 63 -

Figura 64 -

preferencial de estruturas secundarias em a-hélices.

Resultados das curvas de espalhamento de raios-X a baixo
angulo. (A) Curvas de espalhamento experimental das amostras
SelB.GTP (o), SelB.GTPtRNA® (A) e
SelB.GTPtRNAS*.SECIS (m). (B) Grafico representando o inicio
das curvas de espalhamento utilizados para a determinagdo do
Raio de Guinier das amostras SelB.GTP (o), SelB.GTP.tRNA*
(A) e SelB.GTPtRNA*.SECIS (m), resultando nos raios 4,37;
4,82 e 5,56 nm, respectivamente.

Curvas de distribuicdo de probabilidade p(r) obtida pela
Transformada de Fourier das curvas de espalhamento de raios-X.
S&8 mostradas as p(r) das amostras SelB.GTP (o),
SelB.GTP.tRNA* (o) e SelB.GTPtRNA*.SECIS (A). A partir
desses dados foi possivel determinar o didmetro méximo das
particulas em solu¢cdo como sendo: 14,65; 15,0 e 18,77 nm,
respectivamente.

Modelos a baixa resolucdo dos envelopes moleculares dos
complexos SelB.GTP, SelB.GTPtRNA* e
SelB.GTPtRNA®.SECIS.  Os  envelopes  moleculares
apresentados em esferas (cinza) foram ajustados com as
estruturas dos complexos gerados por modelagem molecular
(secdes 4.1.1 e 4.1.2) em que SelB foi representada em cartoon e
colorida em rainbow.

Gréfico de Kratky dos complexos analisados revelando a
flexibilidade dessas moléculas em solucéo.

Resultados dos experimentos de SAXS para o tRNA®® de E. coli.
(A) Curvas de espalhamento experimental de tRNAS*. (B)
Curvas de distribuicdo de probabilidade p(r) obtida pela
Transformada de Fourier das curvas de espalhamento de raios-X,
resultando no Dmsx 9,5 nm. (C) Modelos a baixa resolu¢do dos
envelopes moleculares do tRNA®®. O envelope molecular
apresentado em esferas (cinza) foi ajustado com a estrutura
cristalografica do tRNA>* humano (PDB.ID 3A3A) representado
em cartoon.

Ensaios de cristalizagdo de SelB e seus complexos. (A) Cristal
obtido para a amostra SelB.GTP com o kit comercial CS
(Hampton Research) condicdo A04. (B) Cristal do complexo
SelB.GTPtRNA.SECIS kit SG1 (Molecular Dimensions)
condicdo EO3. ©) Cristal do complexo
SelB.GTPtRNA*®.SECIS kit Morpheus (Molecular Dimensions)
condicdo A03. (D) Cristal obtido para a amostra SelB.GTP com o
kit comercial JCSG+ HT-96 (Molecular Dimensions) condicéo
FO1. Todos esses cristais foram obtidos no sistema automatizado
HoneyBee 963 (DigiLab) com micro gotas de 0,2 pL de amostra e
mesmo volume de solucdo do pogo em placas de 96 ensaios
simultaneos no método de sitting drop e as imagens dos cristais
foram  coletadas  utilizando um  estereo-microscéopio
Discovery.V20 acoplado a uma camera AxioCam MRc-5 (Zeiss)
e software integrado.

Visualizagdo dos complexos macromoleculares por TEM. (A)
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Figura 65 -

Figura 66 -

Figura 67 -

Figura 68 -

Figura 69 -

Imagem de ribossomo de E. coli corretamente associado,
monodisperso e com dimensfes esperadas (~ 25 nm). (B)
Complexo ribossomo.SelB.GTP. ©) Complexo
ribossomo.SelB.GTP.tRNA®, (D) Complexo
ribossomo.SelB.tRNA>*.SECIS. Todas as imagens foram obtidas
em um Microscopio Eletronico de Transmissdo FEI Tecnai
G’F20 HRTEM single-tilt (Laboratério de Caracterizagdo
Estrutural — LCE/DeMa - UFSCar) operando em 200 kV em uma
camera TIA 1Mp (FEI) de alta resolucéo utilizando 1 segundo de
exposicéo e -5 pum de defocus.

Processamento de dados do conjunto controle do complexo
ribossomal. (A) Imagens de ribossomo de E. coli. (B) Particulas
selecionadas para a reconstrucdo tridimensional pelo
processamento utilizando o pacote IMAGIC-4D.™! As linhas
superiores de cada bloco de particulas representa a particula
isolada e logo abaixo sua respectiva reprojecao obtida do modelo
tridimensional reconstruido. As reprojecdes foram utilizadas
como referéncias para a melhoria do alinhamento roto-
translacional das particulas e, consequentemente, melhoria no
modelo tridimensional reconstruido.

Reconstrucdo tridimensional do complexo ribossomal de E. coli.
Através do processamento de dados e atribuicdo angular as 120
imagens selecionadas foi possivel obter um modelo estrutural,
representado em superficie azul, a 40 A de resolucdo do
ribossomo de E. coli que ajustou com a estrutura cristalografica
recentemente melhorada (PDB. ID 5IT8), representada em fitas e
hélices em preto.

Processamento de dados do conjunto controle do complexo
ribossomo.SelB.GTP. (A) Imagens coletadas do complexo
ribossomo.SelB.GTP. (B) Particulas selecionadas para a
reconstrucdo tridimensional pelo processamento utilizando o
pacote IMAGIC-4D.™! As linhas superiores de cada bloco de
particulas representa a particula isolada e logo abaixo sua
respectiva reprojecdo obtida do modelo tridimensional
reconstruido.

Visualizacao dos complexos macromoleculares
ribossomo.SelB.GTP.tRNA>® e SelB.GTP.tRNA>.SECIS por
TEM. (A) Imagens coletadas do complexo

ribossomo.SelB.GTP.tRNA>®. (B) Imagens coletadas do
complexo ribossomo.SelB.GTP.tRNA®.SECIS.

Determinagdo da CTF. Funcdo de transferéncia de contraste
(CTF) experimental (diagonal superior esquerda) e calculada
(diagonal inferior direita) das primeiras 54 imagens adquiridas
desse conjunto de dados. Isso permitiu a identificacdo dos valores
de defocagem para aquelas que possuem um bom ajuste entre
ambas as curvas, como, por exemplo, as imagens 2; 6; 35 e 53.
Contudo, as imagens que possuem um ajuste incorreto entre
ambas as curvas (28; 31 ou 34, por exemplo) foram descartadas
do processamento pela indefinicdo dos valores de defocus
utilizado.
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Figura 70 -

Figura 71 -

Figura 72 -

Figura 73 -

Figura 74 -

Figura 75 -

Figura 76 -

Figura 77 -

Visualizacdo das imagens de SelAtRNA>® em preparo
criogénico, evidenciado a baixa relacdo sinal/ruido, o que torna
praticamente impossivel a determinagdo precisa da posicdo das
particulas nas imagens.

Modelo estrutural de SelA. Modelo obtido por reconstrugédo
tridimensional de um conjunto de dados heterogéneo resultando
em um modelo a 15 A de resolucdo com simetria D5. Em
destaqgue na caixa em preto, as 48 referéncias geradas
randomicamente utilizadas para o processo de particle picking.
Andlise dos dados por MSA. (A) Auto-imagens (eigenimages)
obtidas evidenciando a simetria D5 das particulas do complexo
SelA.tRNA3*. (B) Algumas classums (class averages) calculadas
utilizando uma média de 20 membros/classe. (C) 10 classums
selecionadas para 0s primeiros ciclos de reconstrucao
tridimensional. (D) ReprojecGes do modelo tridimensional obtido
apo6s alguns ciclos MRA-MSA.

Reconstrucdo tridimensional do complexo binario SelA.tRNA®®
de E. coli. Através do processamento de dados e atribuicdo
angular foi possivel obter um modelo estrutural, representado em
densidade vermelha, & 18 A de resolucdo e comparada com a
estrutura de SelA previamente utilizada para o particle picking,
representada em superficie amarela.

Reconstrucdo tridimensional do complexo binario SelA.tRNA®®
de E. coli ap6s etapas de alinhamento. O complexo ¢é
representado pela densidade vermelha e SelA é representada em
superficie amarela.

Medidas de FAS dos complexos de SelA. (A) Curva experimental
normalizada da interagdo de tRNA®® & 500 nM (490 nM + 10 nM
marcado com fluoresceina) em complexo com 500 nM de SelA
em concentracOes saturantes de ATP [100 uM] e incremento da
concentragédo de SelD utilizando excitagdo em 492 nm com filtro
de 515 nm. (B) Analogamente ao item (A), curva normalizada da
interacdo do complexo binario SelA.tRNA>* em concentragdes
saturantes de Se®* [100 uM] e incremento da concentracdo de
SelD e (C) concentracdes saturantes de ATP [100 pM] + Se®*
[100 pM]. Todos os experimentos realizados em triplicata e
normalizados evidenciaram perfil de interacdo sendo possivel
utilizar o ajuste dos dados experimentais com a equacdo de Hill
(curva em vermelho).

Correcdo da camera a posteriori. Utilizando normalizacdo através
dos valores da média de densidade (A) e de sigma (B), foi
possivel corrigir as imperfei¢cfes da camera. (C) A soma total da
média de densidade mostra pontos que sdo decorrentes de pixels
danificados com o passar do tempo. (D) A soma total de sigma
das imagens revela algumas faixas com variacdo nos valores
esperados. Em vermelho, os destaques para defeitos encontrados
nas imagens.

Resultado do alinhamento dos frames no espago real. (A)
Imagem (movies, ou seja, somatoria dos 7 frames) ndo alinhada.
(B) Imagem da mesma &rea de exposi¢cdo, no entanto, apds o
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Figura 78 -

Figura 79 -

Figura 80 -

Figura 81 -

Figura 82 -

Figura 83 -

Figura 84 -

alinhamento dos frames.

Comparativo de bons e maus ajustes da CTF. Acima, as imagens
que geraram as CTFs apresentadas, abaixo, antes (a esquerda) e
apos (a direita) ao alinhamento dos frames e ajuste das curvas de
CTF. E possivel observar o alinhamento no espaco reciproco
(abaixo), ficando evidente que o alinhamento dos frames (direita)
incrementa a resolucdo do conjunto de dados, fato esse observado
pelo grande nimero de Thon Rings e melhor ajuste com a CTF
teorica.

Selegdo das referéncias para o primeiro particle picking
automatizado. (A)Exemplo de movie com alto contraste utilizado
na primeira parte do processamento de dados. A caixa branca
indica uma particula em orientacdo “top-view” e a caixa preta
indica uma particula em orientagdo “side-view”. (B) 8 referéncias
utilizadas para o particle picking através de CCF. Por fim, o
histograma dos valores de defocus, mostrando que existem duas
populacdes de defocus bem destacadas, em torno de 1,5 um (346
imagens) e 3,5 um (55 imagens).

Analise dos dados por MSA do complexo ternario. (A) Auto-
imagens (eigenimages) obtidas evidenciando a simetria D5 das
particulas do complexo SelA.tRNASSelD. (B) Algumas
classums (class averages) calculadas utilizando uma média de 50
membros/classe. (C) 25 classums selecionadas para 0s primeiros
ciclos de reconstrucéo tridimensional.

Reconstrucdo  tridimensional do  complexo  ternario
SelA.tRNA3*.SelD de E. coli ap6s etapas de limpeza do conjunto
de dados. O complexo é representado pela densidade azul, SelA é
representada em superficie amarela e o complexo binario em
densidade vermelha.

Reconstrucdo  tridimensional do  complexo  ternario
SelA.tRNA3*.SelD de E. coli apés etapas de alinhamentos das
particulas. O complexo é representado pela densidade azul, SelA
é representada em superficie amarela e o complexo binario em
densidade vermelha.

Construcdo do truncamento A1-28 selA de E. coli. (A) Modelo
esquematico do truncamento no dominio N-terminal da enzima
SelA  de Escherichia coli. Os oligonucleotideos estdo
representados em vermelho. (B) Resultado da amplificacdo do
gene A1-28 selA de E. coli em gel de agarose 1% 1) padréo de
massa molecular 1 kb Plus (Fermentas); 2) gene A1-28 selA de E.
coli (1492 pb),

Resultados da conformagdo oligomérica e atividade da
construgdo A1-28 selA de E. coli. (A) SDS-PAGE 15% das etapas
de purificagdo: 1) padrdo de massa molecular (kDa); 2) amostra
precipitada com sulfato de aménio; 3) amostra apds passagem
pela coluna HiTrap Desalting; 4) sobrenadante da amostra
precipitada com sulfato de amoénio; 5) amostra com Nycodenz®
concentrada a 2 mL; 6) amostra eluida do concentrador de corte
de 100 kDa; 7) amostra eluida concentrada apo0s a cromatografia
de exclusdo molecular em coluna Superdex 200 16/600. (B)
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Figura 85 -

Eletroforese nativa em gel 8-25: 1) padrdo de massa molecular
(kDa); 2) amostra purificada apos a cromatografia de excluséo
molecular. (C) Controle negativo to teste do benzil-viologénio
com a cepa E. coli JS1 transformada com pET29(+) fechado. (D)
Ensaio de complementagdo funcional de A1-28 selA-pET29(+).
(E) Controle positivo com a cepa E. coli JS1 transformada com
selA-pET29a(+).

Ensaios de autoativacdo do sistema de DH em S. cerevisae dos
genes clonados no vetor isca pLexA-C.
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Capitulo |
INTRODUCAO

"A logica pode levar de um ponto A a um ponto B.
A imaginacao pode levar a qualquer lugar."
Albert Einstein

14 de Margo de 1879 — 18 de Abril de 1955
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Neste capitulo serdo apresentados os principais topicos sobre complexos proteicos e
sua importancia em maquinarias moleculares de interagdes proteina-proteina e proteina-acidos
nucléicos. Posteriormente, sera descrita a maquinaria de incorporacdo e biossintese do
vigésimo primeiro aminoacido - a selenocisteina - em procariotos e uma breve comparagédo
com essa Vvia bioquimica presente em arquéias e eucariotos. A necessidade de interaces
especificas entre proteinas para o correto reconhecimento molecular, focos desse trabalho,

serdo apresentados ao longo deste capitulo.

1.1 Complexos macromoleculares

Diferentes processos celulares requerem uma complexa sequéncia de eventos para que
ocorram de maneira especifica e regulada ao longo de vias bioquimicas os quais participam.
Mecanismos como conversao energética, comunicacdo intracelular, traducdo do cddigo
genético ou mesmo regulacdo do ciclo circadiano sdo eventos mediados por interacdes entre
macromoléculas (proteinas, acidos nucléicos, carboidratos e lipideos) presentes no ambiente
celular.” Recentemente, inimeros estudos mostraram que essas funcdes bioldgicas sdo
orientadas por complexos de maquinarias macromoleculares interligados e interagentes’
sugerindo que tais processos ndo sao eventos isolados, o que leva a ampliagdo do nosso
conhecimento sobre as macromoléculas para a compreensdo do complexo sistema de
interacdo entre essas: o interactoma celular.

Vérios dos complexos macromoleculares foram amplamente caracterizados e
estudados ao longo dos Gltimos 20 anos,* tais como, por exemplo, o spliceossomo e o
ribossomo representados na Figura 1.>° Nota-se que cada complexo macromolecular atua de
maneira regulatoria e se insere em uma hierarquia celular, onde cada complexo ou
componente de uma determinada via bioquimica participa de maneira especifica dentro de

uma cadeia de eventos extremamente definidos.*
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Spliceossomo Ribossomo 80S

Figural— Exemplos de complexos macromoleculares. O spliceossomo (a esquerda) e o ribossomo 80S (a
direita), ambos de S. cerevisae, sdo exemplos de complexos macromoleculares cruciais para o
metabolismo celular e tiveram suas estruturas elucidadas através de analise de particula isolada
por crio-microscopia eletronica de transmisso (Cryo-EM).>®

Fonte: Elaborada pelo autor.

Para o pleno conhecimento dos processos bioldgicos é necessario estudos minuciosos
dos complexos macromoleculares envolvidos nas vias bioguimicas, bem como a compreensdo
das interacBGes aos quais estes participam. Em sua maioria, complexos macromoleculares séo
mediados por interagdes entre proteinas responsaveis por funcbes bioldgicas especificas.
Esses complexos podem ser categorizados como homocomplexos, formados pela repeticdo da
mesma subunidade proteica, ou heterocomplexos, os quais sdao formados pelas interacfes de
subunidades proteicas distintas.” Além disso, essas interacdes podem ser do tipo transiente,
onde a interacdo ocorre durante um periodo relativamente curto de tempo para que ocorra a
funcdo bioldgica pretendida, ou mesmo permanente, onde o complexo é estavel e perene
(Figura 2).
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Homocomplexos
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Septina 7 Hetero filamento das Septinas 2/6/7
Figura2 — Complexos macromoleculares. A esquerda sio apresentados exemplos de homocomplexos

permanentes (capsideo do porcino-virus tipo 2 formado pela proteina Orf2)® e transientes
(dimero da proteina Septina 7 que pode interagir com outras proteinas da familia através de
ambas interfaces promiscuas).® A direita, exemplificacdo de heterocomplexos permanentes
(poro nuclear — NPC)™ e transientes (heterofilamento das Septinas 2/6/7 usualmente montado
no processo de citocinese).™

Fonte: Elaborada pelo autor.

Além de complexos de interacdo entre proteinas, existem complexos de interacoes
envolvendo subunidades proteicas e macromoléculas celulares distintas, como lipideos ou
mesmo &cidos nucléicos. Regulacdo de transcricdo génica e reparo de danos a molécula de
DNA séo alguns exemplos de complexos envolvendo a interacdo entre proteina-DNA em
processos vitais para o metabolismo celular (Figura 3).}? Essas interacdes vém sendo
caracterizadas através de diferentes metodologias in vitro*® ou in vivo' tornando possivel a
compreensdo dos mecanismos de intera¢do desses complexos macromoleculares.

Estudos mostram que complexos envolvendo macromoléculas sdo responsaveis por
processos essenciais e extremamente especificos, tais como a sintese de ATP, esssencial ao
metabolismo dos organismos vivos™ ou mesmo a regulacdo do ciclo circadiano de
mamiferos.®® No primeiro exemplo, um heterocomplexo permanente transmembranico é
responsével pela producéo de moléculas de ATP utilizando gradiente eletroquimico.™ J& no
segundo exemplo, heterocomplexos transientes interagem com sequéncias especificas do
DNA (E-box) regulando a transcricdo de genes (cryl-2 e perl-3). Este € um processo de
autorregulacéo através de um mecanismo de feed-back negativo, controlando a concentragéo

intracelular dessas proteinas (Cryl-2 e Perl-3) e sua degradacdo. Permitindo, deste modo, o
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14,16

controle periddico do ciclo circadiano molecular da célula.

(A) (B)

Clock
Bmal1

Figura 3 — Exemplos de complexos macromoleculares interagentes com DNA ou membranas. (A)
Heterodimero das proteinas ativadoras do ciclo circadiano em mamiferos Bmall e Clock
interagente com o E-box presente no DNA.* (B) Proposta de modelo de interacdo do
complexo macromolecular Per-complex com o heterodimero, responsavel pela repressdo da
transcricdo dos genes perl-3 e cryl-2.° (C) Estrutura por Cryo-EM do complexo ATP
sintase.™

Fonte: Elaborada pelo autor.

Além das interacdes do tipo proteina-DNA, os complexos proteina-RNA fazem parte
de outra categoria de complexos envolvendo proteinas e acidos nucleicos. Estudos
envolvendo esse tipo de complexo ganha destaque dada a relevancia das moléculas de RNAs
exercendo diferentes fungdes dentro do ambiente celular, como a sinalizacdo de eventos. A
transmissdo de informacdo intracelular na forma de RNA mensageiro (MRNA) ou RNA de
transferéncia (tRNA) é primordial para o metabolismo celular, além de outras funcdes ja

previamente conhecidas das moléculas de RNAs."’
1.1.1 Complexos proteinas — RNAs

InteracOes entre proteinas e RNAs desempenham papéis cruciais para a vida. Por
exemplo, as interagdes proteina-RNA mediam processos metabdlicos tais como splicing,
poliadenilacéo, estabilidade de RNA mensageiro, localizacéo e traducéo.'® Além disso, muitas
destas proteinas de ligagdo ao RNA estdo associadas a doengcas em humanos como cancer ou

doencas cardiacas.’® Logo, fica evidente que RNA binding proteins (RBPs) ou proteinas de
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ligacdo a RNA, sdo essenciais em vérios processos do metabolismo celular, como por
exemplo, a regulacdo da expressdo génica, através do controle em cada etapa do
processamento do RNA.%°

Interacbes proteina-RNA, usualmente, possuem elevada especificidade, como, por
exemplo, na aminoacilacdo de residuos especificos no tRNA adequado.”* Comparando com
complexos formados somente por subunidades proteicas, a quantidade de possibilidades de
estados oligoméricos conhecidos de complexos proteina-RNA é inferior. No entanto,
inimeros complexos dessa natureza vém sendo caracterizados atraves de técnicas biofisicas,
bioquimicas ou estruturais, o que culminou no aumento significativo da quantidade de estudos
realizados para esses complexos macromoleculares.*

Dada a relevancia bioldgica, técnicas estruturais como cristalografia de proteinas,®
espalhamento de raios-X a baixo angulo®, ressonanica magnética nuclear®® e crio-
microscopia eletronica de transmissdo®> vém sendo empregadas para a obtencdo de
informagdes estruturais de complexos proteina-RNA (Figura 4). Vias bioquimicas, como
biossintese de aminoacidos ou mesmo o processo de splicing, sdo alvos de um grande esforco
para a compreensdo dos mecanismos de interacdo, reconhecimento e especificidade, dado o
papel fundamental da molécula de RNA nesses processos.”®

As interacOes dos diversos componentes celulares indicam a extrema complexidade
das maquinarias moleculares envolvidas nos processos bioquimicos, mostrando-se como uma
nova fronteira para a compreensdo dos processos que ocorrem no ambiente celular. Na
biossintese de aminoacidos, por exemplo, fica evidente a participacdo de complexos

macromoleculares de modo transiente.



44

(c) i (D)

<% Rnase P (SAXS) U1A protein (NMR)

Figura4 — Estruturas de complexos proteina-RNA obtidas por diferentes técnicas. (A) Complexo RNase P
resolvida por cristalografia de proteinas.? (B) Estrutura da RNA polimerase 2 obtida por crio-
microscopia eletronica de transmissdo.? (C) Modelo de interacdo da RNase P por espalhamento
de raios-X a baixo angulo (SAXS).? (D) Estrutura da proteinas ULA em complexo com RNA
obtida por ressonancia magnética nuclear (NMR).**

Fonte: Elaborada pelo autor.

1.2 Biossintese de aminodacidos raros

A priori, todos os 20 aminoécidos usualmente conhecidos sdo proteinogénicos, ou seja,
sdo precursores de proteinas sendo incorporados as suas cadeias polipeptidicas.?” Verificou-se
gue esses aminoacidos estdo relacionados com o reconhecimento através de sistemas de
autoaminoacilacdo de ribozimas. Assim, os aminoacidos ndo proteinogénicos teriam sido
excluidos pelo sucesso evolutivo contingente das formas de vida baseadas em
nucleotideos.> Outras razées tém sido oferecidas para explicar por que certos aminoécidos
especificos ndo sdo geralmente incorporados em proteinas. No entanto, a existéncia de outros
3 amino&cidos adicionais que podem ser incorporados por mecanismos especiais de traducao
mudou esse cenario.?*’

A descoberta dos aminoacidos ndo usuais N-formilmetionina, pirrolisina, e
selenocisteina mudou a compreensdo sobre 0s aminoacidos canonicamente utilizados na

sintese de proteinas e também ampliou o conhecimento sobre os processos de biossintese
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cotraducional de aminoacidos ndo usuais.

Em bactérias, o cédon de iniciagdo AUG, usualmente interpretado como codon de
iniciacdo e insercdo de metionina (Met, M) pode ser interpretado como codon de insercao de
N-formilmetionina (fMet), que é um derivado do aminoacido metionina pela adi¢cdo de um
grupo formil a extremidade amino-terminal. Esse aminoécido esta relacionado ao sistema
imune intracelular, permitindo a diferenciacdo entre proteinas enddgenas e exdgenas (Figura
5-A)%. A adicdo do grupo formil & metionina é catalisada pela enzima metionil-tRNA
formiltransferase (E.C. 2.1.2.9) e essa modificacdo ocorre apds o tRNA™® ter sido carregado
com o residuo de metionina pela aminoacil-tRNA sintetase especifica, a metionil-tRNA

sintetase (E.C. 6.1.1.10). O resultado dessa aminoacilacéo, Met-tRNA™®

, Seré posteriormente
modificado para fMet-tRNA™® para ser entregue dirigidamente ao sitio A do ribossomo e
incorporado juntamente ao cédon de iniciacdo AUG.?®

J& em organimos procarioticos metanogénicos (arquéias), um aminoécido cujo cédon
de reconhecimento é o UGA, usualmente interpretado como cddon de terminacdo (“stop-
codon”), pode também ser interpretado como codon de insercao de pirrolisina (Pyl, O) (Figura
5-B), descoberta essa realizada em 2002.%° Esse aminoacido é encontrado geralmente no sitio
ativo de metiltransferases, enzimas participantes do processo de detoxificagdo celular pela
metilagdo de elementos t6xicos.*® No mecanismo de biossintese atualmente aceito, uma via
bioquimica especifica de sintese e incorporacdo é utilizada para realizar a conversao de L-
lisina para pirrolisina. Nesse processo, a enzima metil-ornitina sintase (PyIB, E.C. 5.4.99.58)
realiza a conversdo de L-lisina (Lys, K) para (3R)-3-metil-D-ornitina®, entdo a enzima PyIC,
uma enzima membro da familia carbamoil-fosfato sintetase (E.C 6.3.5.5), faz a adi¢cdo de uma
outra molécula de L-lisina ao intermediario de ornitina. Por fim, uma terceira enzima,
pirrolisina sintase (PyID, E.C. 6.1.6.3) atua na retirada de uma molécula de amdnia seguido de
uma ciclizacgdo e uma desidratacdo, formando assim a L-pirrolisina.®*®** Um RNA de
transferéncia ndo usual, tRNA™' codificado pelo gene pylT, é entdo carregado com o residuo
de L-pirrolisina pela enzima PylS (E.C. 6.1.1.26), a pirrolisil-tRNA sintetase, que pertence a
classe 11 das aminoacil-tRNA sintetases. Dessa forma, o Pyl-tRNA™ resultante é dirigido ao
ribosomo para incorporagdo junto ao codon UGA pelo EF-Pyl, fator de elogancdo especifico

para incorporacao de Pyl, usualmente codificado como codon de parada (PDB.ID 3WND).
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Figura5 — Sintese de aminoacidos raros. Representacdo dos aminodcidos N-formilmetionina (fMet) e

Pirrolisina (Pyl) e um esquema de sintese de cada um deles apresentado a esquerda e a direita,
respectivamente.
Fonte: Elaborada nelo autor.

Além desses dois aminoacidos previamente listados, um terceiro aminoécido nédo usual
se destaca, ndo somente pela sua complexa via de biossintese, mas também por ser o Unico
encontrado nos trés dominios da vida (Bacteria, Archaea e Eukarya) - a selenocisteina (Sec,
U) (Figura 6-A).* Esse aminoacido também é codificado e inserido junto & cadeia
polipeptidica pelo reconhecimento do codon UGA e sua biossintese serd amplamente
discutida nas sessGes subsequentes. Apesar de amplamente descritos, 0s mecanismos de
biossintese desses aminoécidos ndo candnicos ainda ndo foram totalmente caracterizados e

compreendidos, sendo alvos de estudos atualmente.®
1.2.1 O selénio e sua importancia

Descoberto pelo quimico sueco Jons Jakob Berzelius em 1817, o selénio chamou a
atencdo pela sua elevada toxicidade.** Animais que se alimentavam de plantas de folhas
escuras (acumuladoras de selénio) apresentavam sintomas como perda de apetite, paralisias
recorrentes, podendo chegar até & morte.®® A primeira evidéncia concreta de envenenamento

por selénio foi registrada em 1856 pela morte de cavalos que tiveram sua dieta
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minuciosamente investigada.>** Em 1957, quase um século depois, foram publicadas as
primeiras evidéncias da importancia desse elemento relacionado & satide humana.*

Recentemente, estudos mostraram que esse elemento é essencial a nutricdo humana e
que seu consumo médio para adultos deve ser 55 e 70 pg/dia para mulheres e homens,
respectivamente.®® Patologias diversas vém sendo relacionadas ao baixo consumo de selénio
na dieta: distdrbios neuroldgicos como Alzheimer e Parkinson tem sido intensificados quando
individuos diminuem a dieta diaria de selénio.*** Além disso, uma endemia conhecida como
doenca de Keshan, esta relacionada a auséncia da ingestdo de quantidades minimas
necessarias de selénio na dieta dos individuos. Trata-se de uma cardiomiopatia congestiva
potencialmente fatal, observada na regido de Heilongjian, ao nordeste da China, devido ao
fato do solo ser extremamente pobre em selénio, acometendo principalmente mulheres e
criancas. >

Em contrapartida, concentracdes elevadas de selénio sdo extremamente toxicas,®
sendo a quantidade didria maxima recomendada pela Organizagdo Mundial de Saude (OMS)
de 400 pg/dia.*** De mesmo modo, organismos unicelulares também possuem concentracdes
intracelulares ideais de selénio. A resisténcia de bactérias a metaldides toxicos, como selénio,
arsénio e teldrio, vém sendo amplamente caracterizada.*® Para Escherichia coli, evidéncias
mostraram que a resisténcia ao selénio estd diretamente relacionada a processos de
desintoxicacdo celular através da utilizacdo desse elemento como aceptor de elétrons na
cadeia respiratoria em situacdes de estresse anaerobiético** ou metabolismo de sintese de
selenoproteinas utlizando selenometionina ou selenocisteina.*> Em ambos os processos de
desintoxicacao, o selénio pode ser utilizado em diferentes formas: selenito (SeOs%), selenato
(Se0,%) ou selénio elementar (Se°).

1.2.2 Selenocisteina e selenoproteinas

A selenocisteina (Sec, U), tambeém conhecida como vigésimo primeiro aminoacido, é o
(inico amino&cido raro presente nos trés dominios da vida: Bacteria, Archaea e Eukarya.®
Esse aminoécido possui como caracteristica marcante a presenca de um grupo selenol (HSe)
em sua cadeia lateral (Figura 6-A). Considerado semelhante ao aminoacido cisteina (Cys, C)
por apresentar um ndo-metal em sua cadeia lateral (grupo tiol, HS) (Figura 6-B), a
selenocisteina se diferencia em alguns aspectos sutis. A estrutura eletrbnica do atomo de
selénio gera o anion selenolato, base conjugada de Sec, mais estavel do que o correspondente

tiolato do residuo de Cys, implicando em diferencas significativas nos valores de pKa de Sec
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(5,2) e Cys (8,5). O menor valor de pKa permite que o aminoécido selenocisteina se encontre

ionizado em pHis fisiolégicos e, consequentemente, apresente maior potencial de reducéo.**

(A) (B)

HSe SH

OH @)
H2N H2N

O OH

Figura 6 — Comparacdo entre os aminoacidos Sec e Cys. (A) Selenocisteina (U, Sec). (B) Cisteina (C, Cys).
Fonte: Elaborada pelo autor.

Selenoproteinas por sua vez, € a conotacdo dada as proteinas que possuem
amino&cidos que contém o elemento selénio, como a selenometionina ou selenocisteina. Essas
proteinas usualmente possuem atividades cataliticas diversas tais como: peroxidases,
glutationas redutases, tiorredoxinas, sintetases e algumas hidrogenases, ou seja, em sua grande

maioria s&0 enzimas de oxi-reducdo com a presenca de Sec em seu sitio ativo.*
1.3  Aviade biossintese e incorporacao de selenocisteina

Na biossintese de proteinas, cada trinca de nucleotideos (c6don) presente no RNA
mensageiro (MRNA) é reconhecido através de um pareamento de bases especifico por um
anticodon pertencente a uma molécula de RNA de transferéncia (tRNA), previamente
aminoacilado por uma aminoacil-tRNA sintetase especifica.?” A cadeia polipeptidica é ent&o
formada ao passo que o ribossomo se desloca através do mRNA até atingir um codon de
terminacdo (UAG, UAA ou UGA)*?’ e a eficiéncia de translacdo é intrinsecamente
relacionada & disponibilidade das moléculas de tRNAs ao longo desse processo.?

Considerando a proposta descrita por Francis Crick no final da década de 1960, o
cddigo genético é degenerado e 0s 20 aminoacidos naturais sdo codificados por 2, 4 ou 6
combinagfes de cddons distintos, com excecdo dos aminodcidos Met e Trp que séo

codificados por codons simples (AUG e UGG, respectivamente).??’
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No entanto, Diamond e colaboradores descreveram em 1982, um inusitado supressor
seril-tRNAyca (agora conhecido como seril-tRNA®®) do canénico codon de terminacéo
UGA.*® Apb6s trés décadas de esforcos, mostrou-se que esta molécula de RNA incomum
funciona como uma molécula transportadora na qual o 21° aminoacido, selenocisteina (Sec,
U) é sintetizada através de eventos cotraducionais.*’

A biossintese da selenocisteina (Sec) é um processo conservado nos trés dominios da
vida, com divergéncias sutis a0 compararmos essa via bioquimica nos diversos organismos.*
Diferentemente dos demais aminoacidos, Sec ndo tem sua interpretacdo direta do codigo
genético.”® A codificacdo depende de um mecanismo denominado recodificagéo traducional,
onde o codon UGA passa a ser interpretado como um cddon de insercdo de Sec pela presenga
de um elemento de estrutura secundaria no mRNA em forma de “grampo” (hairpin),
denominada SelenoCysteine Incorporation Sequence (SECIS).***° Este elemento é distinto
entre os dominios que apresentam a via de biossintese de selenocisteina.

Anaélises genéticas prévias permitiram identificar quatro produtos génicos responsaveis
pela incorporacdo cotraducional de Sec em selenoproteinas em bactérias: selA, selB, selC e
selD,*® que serdo apresentadas na préxima sessdo desse trabalho, sendo que para E. coli, essa
via de biossintese é estudada ha mais de 30 anos, e significativos avangos nas identificagcdes
dos elementos participantes dessa via bioquimica j& foram obtidos.*® Especificamente,
observou-se que mutacdes no gene selC bacteriano afetavam diretamente a incorporacao de
selénio em selenoproteinas através de ensaios utilizando medidas de complementacdo
funcional da enzima formato desidrogenase (FDH, E.C. 1.2.1.2),*® em que cepas selC
deficientes ndo apresentavam atividade FDH-H e FDH-N, comumente observada em
condigcdes de estresse oxidativo. Contudo, tRNAs contendo selenouridina ndo foram
afetados.> > Caracterizagdes posteriores demonstraram que o gene selC é monocistronico e
codifica para tRNA®*>® Por outro lado, os outros genes sel codificam para proteinas
envolvidas na conversdo de serina-selenocisteina (Ser-Sec) e codificacdo UGA-Sec para a
incorporacdo de selenocisteina em E. coli. Estes genes estdo organizados nos operons selAB e
selD-topB (onde o gene topB codifica a topoisomerase 111).*° J4 em eucariotos, a identificacdo
e compreensdo da maquinaria de incorporacdo de Sec vém sendo alvo de diversos estudos, no

entanto, ainda ndo foi completamente elucidada.*®
1.3.1 Abiossintese de Sec em bactérias

A via de biossintese e incorporacdo de Sec vém sendo amplamente estudada desde o
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final da década de 80, sendo que em bactérias, especialmente Escherichia coli, todas as
etapas e macromoléculas participantes sdo conhecidas.**

O primeiro passo da biossintese de Sec é a aminoacilagdo do tRNA>® pela enzima
dimérica seril-tRNA sintetase (SerRS, E.C. 6.1.1.11), uma aminoacil-tRNA sintetase de classe
Il e enovelamento contendo uma folha-p antiparalela flanqueada por a-hélices.”
Diferentemente dos outros aminoacidos, Sec ndo requer uma enzima especifica para sua
incorporacdo em seu tRNA especifico, uma vez que SerRS reconhece unicamente os bracos
aceptor e variavel, ndo utilizando o anticédon como regido de interacdo.”® O particular
reconhecimento do bracgo variavel ocorre pelo dominio N-terminal em forma de um coiled-
coil, corroborados pelas estruturas cristalografica recentemente obtidas, evidenciando o
reconhecimento também dos bracos: variavel, D-loop e TyC do tRNA®® pelo dominio em
coiled-coil de SerRS.>*>

A aminoacilagdo do tRNA> ocorre em duas etapas. A primeira, a adenilacio, produz
L-seril-adenilato a partir de L-serina (Ser) com consumo de ATP. Posteriormente, 0
intermediario L-seril-AMP ¢é formado para entdo ocorrer a segunda etapa, onde o grupo L-
seril é transferido para a extremidade 3’-OH do tRNAFS resultando no Ser-tRNASeISee 53
> A estequiometria de interacdo entre SerRS e tRNA®® ainda é desconhecida in vivo, uma vez
que estudos em solucdo e as estruturas cristalogréaficas resolvidas até 0 momento apresentam
ambas as razdes estequiométricas possiveis de 1SerRSgimero: 1 0U 2 tRNA >

Em bactérias, a SerRS entrega o tRNA aminoacilado com L-serina para o complexo
homodecamérico selenocisteina sintase (SelA, E.C. 4.2.1.-), uma enzima piridoxal-5’ fosfato
(PLP) dependente.”®® Esse complexo é responsével pela conversdo Ser-Sec através de duas
reacOes sequenciais. O primeiro passo consiste na formagdo de uma base de Schiff entre o
grupo o-amino do residuo de L-Ser ligado ao tRNAF®1S® com o grupo formil do PLP
covalentemente ligado ao residuo de lisina catalitico de SelA.>®*® Essa configuragdo promove
a desidratacéo de Ser e formagdo do intermediario aminoacrilil-tRNAP*15* que por sua vez
estd covalentemente ligado a SelA atraves do braco aceptor e do PLP. O segundo passo
reacional consiste na transferéncia do monoselenofosfato através de uma substituicéo
nucleofilica, o que resulta no selenocisteil-tRNA®®, ou Sec-tRNA¢ %68 A enzima SelA sera
amplamente abordada na secéo 1.4 deste capitulo.

O composto de selénio entregue, monoselenofosfato (H,SePOs), é a forma mais
abundante de selénio encontrada no ambiente celular e apresenta baixa toxicidez.***? Ele é
produto da enzima dimérica selenofosfato sintetase (SelD, E.C. 2.7.9.3) através do consumo

de seleneto (HSe) e ATP. O mecanismo proposto de reacdo para essa enzima consiste na
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fosforilagdo da cisteina catalitica (C17 em E. coli) pela retirada do y-fosfato da molécula de
ATP e posterior transferéncia para o seleneto através de uma reagdo de hidrélise, resultando
em monoselenofosfato e AMP.*® Uma vez que compostos de selénio apresentam elevada
toxicidade, a interacdo entre as proteinas da via de biossintese de Sec foi proposta como
hipétese para ndo haver eventuais danos celulares causados por esses compostos.®® A
interacdo de SelD para a entrega do H,SePOs; para o complexo SelA.tRNAS* foi
recentemente caracterizada por meio de ensaios de espectroscopia de anisotropia de
fluorescéncia e outras técnicas biofisicas, monstrando a formacdo de um complexo ternario
transiente SelA.tRNA*.SelD com constante de interacdo de aproximadamente 750 nM e
dimensdes de 27 e 4,5 nm quando observada em “top” e “side” views, respectivamente.®

No entanto, as células obtém selénio da natureza em sua forma inorganica (Se°) e
requerem um mecanismo de conversdo para formas organicas de selénio antes de serem
utilizados nas biossinteses de aminoacidos.*** A enzima dimérica PLP-dependente
selenocisteina liase (CsdB, E.C. 4.4.1.16) € responsavel pela reciclagem de compostos de
selénio e enxofre nas células,®® podendo utilizar formas inorganicas desses ndo-metais ou
mesmo a reutilizacdo dos aminoacidos Sec e Cys provindo da degradaco de proteinas.®> Em
E. coli, CsdB apresenta maior atividade especifica utilizando L-Sec como substrato em
comparacdo com L-Cys® e a reacdo enzimatica consiste na utilizacdo do residuo Cys364, na
presenca do PLP, em um ataque nucleofilico ao aminoécido L-Sec. Dessa forma, o Se® é
liberado espontaneamente do intermediario formado ao longo da reagdo de “deselenizagéo”.®®
Dada a elevada toxicidade desses compostos, a interacdo para a entrega do produto reacional

de CsdB para SelD foi proposta por inimero autores,®***®

porém ndo sendo descrita
experimentalmente na literatura até 0 momento.

Por fim, Sec-tRNA* deve ser entregue no sitio aminoacil (sitio A) do ribossomo (50S
& 30S em procariotos). A inser¢do Sec junto ao cddon UGA (Sec-UGA) é promovida através
de um mecanismo de distin¢cdo do cddon de parada para o cddon de inser¢do de Sec pela
presenca de um elemento de estrutura secundaria no mRNA em forma de grampo denominado

Selenocysteine Insertion Sequence (SECIS).*8%4

Em bactérias, SECIS € localizado
imediamente ap6s o codon UGA e possui cerca de 20-25 nucleotideos compondo cinco
elementos estruturais distintos que o caracterizam como sendo SECIS-form 1. hélice |
(localizada préxima ao codon UGA-SECIS); loop interno; SECIS core (um pareamento do
tipo ndo-Watson-Crick); hélice 1l e loop apical que pode apresentar diferentes sequéncias,
formato e posicdes para cada gene.® Estudos mostraram que o loop apical é crucial para

incorporagdo de Sec em bactérias através de reconhecimento do dominio C-terminal pelo
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fator de elongacdo especifico para incorporacdo de Sec, SelB,* indicando a especificidade
desse elemento estrutural, que sera discutido em mais detalhes na secéo 1.6.

Em E. coli, o selenocisteil-tRNAS® é entregue ao ribossomo mediado pelo fator de
elongacdo SelB®. Esse fator de elongacdo distinto é o responsavel pelo reconhecimento do
elemento SECIS presente no mRNA através do dominio C-terminal ou WHD4 (winged-
helices domain). J4 o reconhecimento do Sec-tRNA>* (especificamente dos bragos aceptor,
variavel e TyC), ocorre por meio dos dominios centrais WHDs 2 e 3. A entrega ao ribossomo
é possivel pelo reconhecimento da subunidade L11 ribossomal (através do dominio N-
terminal, homdlogo a outros fatores de elongacdo (EFs) e sendo um dominio com
enovelamento canénico de Small-GTPases).*® ™

O complexo SelB.GTP.Sec-tRNA>.SECIS é reconhecido pelo complexo ribossomal
para a incorporacdo de Sec e esse complexo teve sua estrutura elucidada por analises de
particula isolada (single particle analysis — CryoEM).”? A via de biossintese de Sec em
bactérias esta representada através do esquema da Figura 7-A e as estruturas cristalograficas
(SerRS — PDB.ID 2DQ3; SelA — PDB.ID 3W1H; CsdB - PDB.ID 1JF9; SelD — PDB.ID
3U00; SelB — 4ZU9 e tRNA®* — PDB.ID 3W3S) na Figura 7-B. Os detalhes de SelB ser&o

abordados na se¢do 1.5 deste capitulo e ao longo desse projeto de doutorado.
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Selenoproteinas
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Figura 7 — A via de biossintese e incorporacdo de Sec em bactérias. Esquema representado pelas estruturas
das proteinas participantes da via de biossintese de Sec que tiveram suas estruturas resolvidas
por técnicas experimentais. O tRNAS® & aminoacilado pela enzima dimérica SerRS (verde) e
posteriormente reconhecido pelo complexo homodecamérico SelA (roxo) para a conversao Ser-
Sec. O composto de selénio é entregue pelo dimero SelD (ciano) que esta envolvido com o
processo de reciclagem de selénio juntamente com a enzima dimérica CsdB (azul). Apos a
conversdo, o Sec-tRNA™® ¢ encaminhado para a cadeia polipeptidica nascente pelo fator de
elongacdo especifico (SelB, amarelo) onde € incorporado através do reconhecimendo do
elemento SECIS e consumo de GTP. (SerRS — PDB.ID 2DQ3, em verde; SelA — PDB.ID
3W1H, em roxo; CsdB - PDB.ID 1JF9, em azul; SelD — PDB.ID 3U0O, em ciano; SelB —
47U9, em amarelo e tRNA® — PDB.ID 3W3S, em laranja).

Fonte: Elaborada pelo autor.

1.3.2 Abiossintese de Sec em arquéias e eucariotos

Brevemente, comparando-se a via de biossintese e incorporacdo de Sec em arquéias e
em eucariotos, nota-se a maior complexidade em relacdo a via em bactérias, por envolver um
nimero maior de proteinas nesse processo. O passo inicial, a aminoacilacdo do tRNA
especifico (tRNA>®) ocorre de maneira semelhante ao previamente descrito para bactérias,
uma vez que as aminoacil-tRNA sintetases (aaRS) apresentam enovelamento e funcdo
extremamente conservados entre uma grande variedade de organismos, indicando atuagéo

através do mesmo mecanismo de acdo para os diferentes dominios.**3
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Interessantemente, a principal diferenca estrutural no inicio da via de biossintese de
Sec consiste na variacdo do paramento de bases nos bracos aceptor e TyC do tRNA>® de
‘8+5’ (bactérias) para ‘9+4° (arquéias e eucariotos), porém mantendo a soma total de
pareamentos (13) e ainda distinto dos tRNAs candnicos (‘7+5°)"® (Figura 8). O mecanismo
de reconhecimento dos tRNAs**° em outros dominios ainda ndo foi completamente
caracterizado. No entanto, das informagdes previamente conhecidas em bactérias, pode-se
inferir que as regides de reconhecimento esperado sejam semelhantes as de bactérias (Figura

8).

Escherichia coli Homo sapiens
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Figura 8 — Comparacéo do tRNA®*® para os diferentes dominios da vida. (A-C) Representacdo em 2D em
trevo dos tRNAs>® de E. coli, H. sapiens e M. kandleri, respectivamente. (D) Sobreposic4o
tridimensional das estruturas dos tRNAs*® e identificagdo de cada regido do mesmo. (E)
Sobreposicao tridimensional em superficie das estruturas dos tRNAs™®.

Fonte: Elaborada pelo autor.’

A conversdo Ser-Sec por sua vez diverge totalmente entre bactérias e os demais
organismos. Em bactérias, como j& mencionado, a enzima homodecamérica SelA € a

responsavel pela conversdo do seril-tRNAF em selenocisteil-tRNAS através do

"Em colaboracdo com o Dr. Ivan Rosa e Silva (IFSC/USP).



55

composto de selénio e presenca do PLP.**"* No entanto, em arquéias e eucariotos esse passo
reacional é dividido em duas etapas.

A primeira etapa ap6s a aminoacilagdo do tRNA>® é realizada pela enzima dimérica
O-fosfoseril-tRNA> quinase (PSTK, E.C. 2.7.1.164).” Essa enzima é responsavel pelo
reconhecimento e interagdo com o Ser-tRNAF®15 através dos bracos aceptor e D-loop desse
tRNA com seu dominio N-terminal proteico, o qual apresenta enovelamento homologo ao

mesmo dominio de SelA (feixe de 3 a-hélices) e responsavel por sua oligomerizacdo.”” " A

[Ser]Sec

reagdo consiste na fosforilagdo do grupo y-hidroxila do Ser-tRNA através do consumo

de ATP, resultando no Sep-tRNAPIS oy O-fosfo-L-seril-tRNAS®IS ¢ |iberacdo de ADP.”™
76

A conversdo Sep-Sec por sua vez é mediada pela enzima tetramérica O-fosfoseril-
selenocisteil sintase (SepSecS, E.C. 2.9.1.2).”" Essa enzima também é PLP dependente e
autoregulada alostericamente pela presenca de uma subunidade dimérica nio catalitica,” ou
seja, 0 tetramero pode interagir com apenas 1 Sep-tRNA®® funcionalmente.”® O motivo desse
mecanismo ainda ndo foi completamente solucionado, uma vez que ambas as subunidades
diméricas que formam o tetrdmero sdo idénticas. SepSecS apresenta um enovelamento do tipo
SelA-like e seu N-terminal é o responsavel pelo reconhecimento do Sep-tRNAF®IS® através
dos bracos aceptor, TyC e variavel.”” Dada a especificidade da biossintese de Sec, foi
proposto que o complexo macromolecular PSTK.Sep-tRNA®IS® SepSecS ¢ formado de
maneira transiente para a entrega especifica do tRNA a préxima enzima da via.”®" No
mecanismo proposto, SepSecS hidroliza o grupo O-fosfoseril utilizando monoselenofosfato
em uma substituicao nucleofilica, analogamente ao descrito para 0 mecanismo de SelA ."”

Assim como bactérias, 0 monoselenofosfato € entregue por uma enzima dimérica
selenofosfato sintetase 2 (SPS2, E.C. 2.7.9.3) que realiza a conversdao seleneto a
monoselenofosfato com a utilizacdo de ATP através do mesmo mecanismo proposto para a
enzima bacteriana SelD dada a elevada conservagdo funcional dessa enzima ao se comparar
entre diferentes organismos.**®° Estudos prévios mostraram que o Ky de SPS2 e de SelD para

seleneto é de 20 pM, 8%

0 que sdo concentracles extremamente toxicas para a célula. Esse
fato indica a possibilidade de haver interacfes sitio especificas para a entrega desses
compostos, assim como proposto anteriormente.®® Eucariotos possuem duas isoformas de SPS
(SPS 1 e SPS2) sendo somente a segunda biologicamente ativa para o consumo de seleneto.®
Contudo, SPS1 é proposta como sendo uma das enzimas responsaveis pela reciclagem de Sec
a partir de selenoproteinas juntamente com a selenocisteina liase.®*

As Nifs-like proteins, enzimas relacionadas ao metabolismo e reconhecimento de
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enxofre efou selénio® podem ser nomeadas diferentemente. A selenium-binding protein
(SeBP) em arquéias ou selenocysteine lyase (SCLY) em eucariotos, sdéo homdlogas da
selenocisteina liase bacteriana apresentada na secao anterior. Essa classe de enzimas cataliza
irreversivelmente a “deselenizacdo” a partir de Se® ou L-Sec resultando em seleneto e alanina
(E.C. 4.4.1.16).%% Seu mecanismo descrito é analogo ao apresentado previamente para
bactérias e possuem enovelamento extremamente conservado sendo proposta a possivel
interacdo entre SPS2.SeBP/SCLY,**%%® porém ndo demonstrada experimentalmente até o
momento.

Sec-tRNA™* maduro deve, por fim, ser encaminhado para o ribossomo. Para isso, um
EF especifico para incorporacdo de Sec (EFSec) é recrutado para o reconhecimento do tRNA

1.8 Diferentemente de

especifico e encaminhamento deste ao sitio A do complexo ribossoma
SelB, o EFSec apresenta somente trés WHDs (winged-helix domain) em forma de calice,
sendo ausente a WHD4 responsavel pelo reconhecimento do elemento SECIS.®” O dominio
N-terminal é extremamente conservado a SelB e outros EFs canénicos, porém as WHD2 e
WHD3 (responsaveis por interagir com o tRNA>®) possuem grande flexibilidade
conformacional comprovada pelas estruturas utilizando diferentes analogos de GTP® O
EFSec de arquéias e de eucariotos, sobretudo de humanos, sdo estruturalmente semelhantes
apresentando algumas peculiaridades com relagdo & flexibilidade nos dominios centrais.?® Os
bracos do tRNA>* reconhecidos por EFSec sdo 0s mesmos que por SelB, apesar de n&o haver
nenhuma estrutura com esses complexos até o0 momento. A diferenca fundamental consiste na
auséncia da WHD4 e a necessidade de uma outra proteina responsavel pelo reconhecimento
do elemento SECIS e do EFSec, a SECIS binding protein (SBP2).%

SBP2 sdo proteinas que apresentam elevada especificidade ao elemento SECIS,
sobretudo a regido do motivo ndo Watson-Crick presente na alca central formada, sendo
descritas somente em eucariotos até o momento.*® Em arquéias, ainda ndo se sabe qual o
mecanismo de reconhecimento do elemento SECIS para a incorporacdo de Sec.®
Diferentemente de bactérias, o elemento SECIS em arquéias e eucariotos esta contido no
3’UTR (regido ndo codificante no 3’ do mRNA), dobrando-se sobre 0 UGA-Sec cédon com o
auxilio da SBP2 (descrito em eucariotos).” Estudos mostraram que SBP2 é responsavel pela
coordenacdo de um complexo EFSec.Sec-tRNA.SBP2 que é dirigido a0 UGA-Sec e,
consequentemente, ao sitio A do ribossomo e possui dois dominios: ligagdo ao RNA (L7,

regido rica em lisinas) e ligacdo ao ribossomo.”
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Figura9 — A via de biossintese e incorporacdo de Sec em arquéias e eucariotos. Esquema representado
pelas estruturas das proteinas participantes da via de biossintese de Sec em arquéias (A) e
eucariotos (B) que tiveram suas estruturas resolvidas por técnicas experimentais (SerRS —
PDB.ID 2CJB/4RQE, em verde; PSTK — PDB.ID 3A4L/3AM1, em roxo; SepSecS — PDB.ID
2767/4ZDP, em rosa; SCLY - PDB.ID 3GZC, em azul; SPS2 — PDB.ID 3FD5, em ciano; EFSec
— 4ACB/51ZL, em amarelo e tRNA® — PDB.ID 4ADD/3A3A, em laranja, para arquéias e
eucariotos respectivamente).

Fonte: Elaborada pelo autor.

No entanto, a entrega de Sec ao ribossomo e formacdo desse complexo
macromolecular  (EFSec.GTP.Sec-tRNA>*.SBP2.SECIS.ribossomo) ndo é totalmente
compreendido até o momento, sobretudo pela auséncia de informac6es estruturais de SBP2s.
As vias de biossintese de Sec em arquéia e eucariotos estdo representadas no esquema da
Figura 9 com as estruturas cristalograficas (SerRS — PDB.ID 2CJB/4RQE; PSTK — PDB.ID
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3A4L/3AM1; SepSecS — PDB.ID 2267/4ZDP; SCLY - PDB.ID 3GZC; SPS2 — PDB.ID
3FD5; EFSec — 4ACB/51ZL e tRNA®® — PDB.ID 4ADD/3A3A, para arquéias e eucariotos

respectivamente).
1.4 Aenzima selenocisteina sintase (SelA) e suas interagdes transientes

Como j& mencionado anteriormente, o complexo homodecamérico Sec sintase (SelA,
E.C. 4.2.1.-) é responsavel pela conversdo Ser-Sec através da incorporacdo de monoseleno
fosfato por intermédio de uma substituicdo nucleofilica.***®*® Essa enzima PLP-dependente é

descrita desde o inicio dos anos 90,8

e teve sua estrutura cristalografica resolvida somente
em 2015.% Desde os primérdios o complexo binario Sel A.tRNA®® também tem sido alvo de
inimeros estudos.®**’ Essa macromolécula possui conformagéo oligomérica de um pentamero
de dimeros, formando um homodecaméro, em Escherichia coli onde cada subunidade
monomérica tem 463 residuos de aminoacidos e massa molecular aproximada de 50,6 kDa.*®
Inicialmente, acreditou-se que o complexo binario fosse constituido por um
heterocomplexo formado por 1 SelAgecamero interagindo com 5 moléculas de Sec-tRNAS, em
outras palavras, 10 SelAmonsmero:5 tRNA*.>" Somente hé alguns anos atras a correta raz&o

estequiométrica foi determinada (1SelAgecamero: 10tRNAS) %

0 que corroborou com a
estrutura cristalografica publicada pouco tempo apds a 7.5 A de resolucdo para esse
heterocomplexo de Aquifex aeolicus, uma espécie de bactéria ancestral termofilica, cuja
identidade sequencial de SelA entre A. aeolicus e de Escherichia coli é de 30%.%” O
dobramento ‘8+5’ dos bragos aceptor e TyC propiciam a distdncia ideal para que a
extremidade Sec-3’ do Sec-tRNA>* se posicione junto ao PLP covalentemente ligado & lisina
(K295, em E. coli) 2%

O dominio N-terminal de SelA reconhece o D-loop do tRNA®®, sendo vital para a
especificidade.”*% Além disso, 0 dominio formado por um feixe de trés a-hélices é o
responsavel pela decamerizacdo do homocomplexo, tornando-o biologicamente ativo, pois
sem o arcabolgo catalitico formado na interface entre os dimeros, essa enzima néo é ativa em
sua conformacdo dimérica,”® assim como mostrado para o gene putativo MijselA de
Methanococcus jannaschii, uma arquéia.*®

O mecanismo de reacdo, previamente descrito na se¢do 1.3.1, é aceito desde 1991,
porém a cinética de incorporagdo nédo foi estabelecida até o0 momento. Estudos de interacdo
recentes dos complexos macromoleculares envolvendo SelA de E. coli mostraram a interagao

com 0 tRNA>* em solucdo, porém ndo determinou-se uma constante de interacdo por ndo ser
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possivel saturar o sistema.*> No entanto, esse estudo comprovou a estequiometria de interagdo
entre SelA e o tRNA®® em solugdo, corroborado posteriormente pela estrutura
cristalografica.®® A Figura 10 ilustra os avancos do conhecimento do complexo SelA

principalmente com a utilizacdo de técnicas de microscopia eletrénica de transmisséo.

Figura 10 — Estado da arte dos estudos envolvendo o homodecaméro SelA. (A) Mecanismo catalitico
proposto.”” (B) Primeiras imagens obtidas por microscopia eletronica de transmissdo de SelAY’
e (C) do complexo binario Sel A.tRNA3*, acreditando-se na estequiometria 1Sel A:5tRNAS %
(D) Analises estatisticas multivariadas (MSA) dos conjuntos de dados de SelA e Sel A.tRNAS®
evidenciando a simetria D5 e, portanto, estequiometria 1SelA:10tRNA*.*® (E) Estrutura
cristalografica a 3,5 A de resolugdo de SelA e (F) a 7,5 A de resolugdo para o complexo
binario Sel A.tRNA3*, comprovando a estequiometria de 1:10.%

Fonte: Elaborada pelo autor.
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Desde 2005, complexos envolvendo SelA e SelD de E. coli sdo alvos de estudos do
grupo coordenado pelo Prof. Dr. Otavio Henrique Thiemann do Instituto de Fisica de S&o
Carlos (IFSC/USP) atraves de projetos de po6s-graduacdo envolvendo 4 alunos do grupo de

pesquisal®-14

que resultaram em 4 publicacdes até o momento.®®%% Em 2015, a formacéo
do complexo transiente responsavel pela entrega de selénio foi caracterizada bioguimica e
biofisicamente.’® O complexo binario SelAtRNA3* interage com SelD, resultando em um
complexo de dimensbes nanométricas de aproximadamente 1,3 MDa. Esse estudo também
mostrou que delecbes dos dominios N-terminal de ambas as enzimas (SelA e SelD) alem de
torna-las inativas em suas respectivas reacdes bioquimicas, também impossibilitam a
interacdo para a formagdo do complexo ternario.”® Um esquema do reconhecimento para a

formacdo do complexo ternario esta representado na Figura 11.
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Figura 11 - Modelo de interacdo do complexo ternario SelA.tRNA®.SelD. O complexo binério
SelA.tRNASec inicialmente formado perrmite a interagdo de 5 dimeros de SelD, formando o
complexo ternério transiente SelA.tRNA®.SelD.

Fonte: Adaptada de SILVA et al.

Apesar de todos os esforcos anteriores, estudos envolvendo SelA continuam
motivando varios grupos de pesquisas, uma vez que essa enzima exclusiva de bactérias tem
um papel fundamental na biossintese desse aminoacido intrigante. Por conta disso, as

interacdes nas quais SelA participa na via de sintese de Sec continuam sendo pesquisadas.
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1.5 O fator de elongacéo especifico para incorporacao de Sec em bactérias, SelB

O fator de elongacédo responsavel pela incorporagdo especifica de Sec em bactérias é
denominado SelB e, em E. coli, possui 614 residuos e massa molecular de aproximadamente
69 kDa.®®"? Inicialmente descrito no inicio da década de 90,%° SelB possui trés dominios de
interagdo previstos subdivididos em quatro WHDs (winged-helix domain). O dominio N-
terminal GTPasico é um dominio EFTu like com enovelamento candnico dentre os EFs com
topologia a/p e sofre modificacdo conformacional durante a hidrolise GTP na presenca de

magnési0.66,72,87,105-106 E

responsavel pela hidrolise do nucleotideo energético e
reconhecimento na interacdo com a proteina ribossomal L11 na entrega do tRNAS®
aminoacilado ao sitio A do ribossomo.”” O dominio de reconhecimento ao Sec-tRNA>® é
constituido por dois dominios WHDs (2 e 3) com enovelamento do tipo barril-B.”*"? Por fim,
0 dominio C-terminal Unico (dominio 1V ou WHD4) para bactérias possui um enovelamento
de quatro motivos WHD em tandem para o reconhecimento do elemento SECIS.%

SelB se caracteriza como uma proteina com enovelamento do tipo o/ff onde,
majoritariamente, a contribuicdo é de estruturas do tipo folhas-f encontradas no dominio de
interacdo ao tRNA®®."%7? Trabalhos anteriores estabeleceram protocolos de expressio e
purificacdo de SelB, porém com baixo rendimento ao longo do processo.'”’

Durante anos, o Unico estudo que apresentava informacdes estruturais de SelB baseou-
se em modelagem comparativa com base nas estruturas experimentais dos EFs canonicos, e
posterior suposicdo do enovelamento dos dominios que ndo apresentavam estruturas
homélogas determinadas.®® Na dltima década, estruturas dos truncamentos do dominio C-
terminal (WHDs 3 e 4) foram resolvidas por cristalografia de proteinas®® bem como a
estrutura de SelB de A. aeolicus (PDB.ID 4ZU9).”° Recentemente, a estrutura de SelB de E.
coli foi resolvida em complexo com o tRNAS*, elemento SECIS e ribossomo através de
analise de particula isolada (Cryo-EM) (PDB.ID 5LZB).”? Todas as estruturas apresentam um
formato caracteristico em calice.®®"%®” Com base nas estruturas resolvidas, é sabido que para
EcSelB os residuos D115, T113, A147 e V152 sdo responsaveis pela interacdo com o0s
nucleotideos e magnésio e os residuos T192, R235 e H223 sdo os responsaveis pela interacdo
especifica ao residuo de Sec presente na extremidade 3’OH do tRNA®® %72 As estruturas do
dominio C-terminal, responsavel pela interacdo ao SECIS, e uma extensdo da WHD3,
responsavel pelo reconhecimento ao Sec-tRNA* do organismo M. maripaludis (PDB.ID
2PJP)® e 0 elemento SECIS de Moorella thermoacetica (PDB.ID 2PLY)™® foram

determinadas por cristalografia de proteinas, sendo constru¢@es truncadas que apresentam
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30% de identidade ao dominio C-terminal de SelB de E. coli. Através da estrutura obtida por
crio-microscopia eletronica foi possivel notar a extrema flexibilidade do dominio C-terminal’®
e que as mudancas conformacionais sdo intrinsecamente dependentes da presenca de GTP.?’
Esses estudos estruturais mostram a existéncia de uma regido flexivel que interconecta as
porcoes WHD2 e WHD3 proporcionando uma maior conformacdo de liberdade para o
dominio composto pelas hélices WHD3 e WHDA4, que por sua vez interagem com o elemento
SECIS, enquanto os dominios WHD1 e WHD2 interagem com o ribossomo durante a
traducdo. Este reposicionamento pode ajustar SelB ao local de entrada relativo do ribossomo
para diferentes MRNAs que codificam Sec.”

Ensaios de calorimetria de titulacdo isotérmica foram utilizados para o estudo da
interacdo entre SelB e os nucleotideos GTP, GDP e anadlogos ndo hidrolisaveis, permitindo a
determinacdo de constantes de afinidades corroboradas com estudos de fluorescéncia relativa
posteriormente. As constantes na faixa do baixo micromolar 0,7 UM e 12 puM para GTP e
GDP, respectivamente, denotam a importancia dessas moléculas energéticas para 0 processo
de tradugdo.'®% Assim como outros EFs, SelB é GTP dependente para a entrega do tRNA
aminoacilado na correta posicdo. Fluorescéncia relativa também foi utilizada para a
determinacéo da interacdo com o tRNA®® e, embora tenha sido possivel a determinacéo de
uma constante de afinidade aparente, ndo se determinou a estequiometria de ligacdo

empiricamente®

e nem existem indicios dos valores de constantes de dissociacdo dos demais
complexos aos quais SelB participa durante a biossintese de Sec.

Diferentemente dos demais EFs que reconhecem o0s bracos aceptores e anticodon,
SelB reconhece o dobramento ‘8+5” diferenciado da hélice aceptor-TWC, permitindo um
reconhecimento especifico a esses 13 nucleotideos do Sec-tRNA®®, distinguindo-o dos
demais tRNAs.6'® A estrutura obtida por crio-microscopia eletrdnica em 2016 veio
contribuir com os dados em solucdo indicando que o brago variavel também é essencial para o
reconhecimento especifico.’%

Uma vez o tRNA>* ndo sendo amplamente abundante na célula,® os mecanismos de
entrega e incorporagdo de Sec-tRNAS® aos ribossomos devem ser sincronizados, e no
simplesmente eventos aleatdrios. Dessa maneira, é possivel inferir que no decorrer da via de
incorporacdo pode haver a interacdo entre SelA e SelB para a entrega de Sec-tRNAS
(primeira etapa) e, posteriormente, a interagdo entre SelB.GTP.Sec-tRNA>* com o ribossomo
(segunda etapa), para a incorporacdo do aminoacido no polipeptideo nascente, direcionado
pelo reconhecimento do elemento SECIS. Esses eventos sdo dependentes de interagbes com

GTP, na primeira etapa, e com o0 elemento SECIS, segunda etapa, ja parcialmente
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caracterizados na literatura.®®"*"#731%1% A Figura 12 mostra os avancos das informacdes
estruturais de SelB ao longo das Ultimas duas décadas e o estado da arte das informacoes
envolvendo essa importante macromolécula. SelB foi amplamente estudada ao longo desse
projeto a fim de caracterizar a formacdo de todos os complexos macromoleculares aos quais
essa molécula é participante na via de biossintese de Sec em E. coli, sendo um papel crucial
para a bioquimica da célula dada a necessidade de elevada eficiéncia no processo de
incorporacdo desse aminoacido.

. Q@'\

EF-Tu
(T. aquaticus)

Figura 12 — Estruturas de fatores de elongagdo. (A) Representacdo da estrutura cristalogréfica de SelB de
A. aeolicus indicando seus 3 dominios de ligacdo candnicos de EF-Tus e apresentando o
dominio adicional presente apenas em bactérias. (B) Estrutura do complexo SelB.GDPNP-
Sec-tRNA>* na presenca do elemento SECIS resolvida por crio-microscopia eletronica de
transmissdo (PDB ID: 5LZD). (C) Estrutura cristalografica de SelB de M. maripaludis, uma
arquéia (PDB ID: 4ACB). (D) Estrutura cristalogréafica do EF candnico, EF-Tu de T. aquaticus
(PDB ID: 1EFT). (E) Modelo proposto para interacdo de SelB junto ao ribossomo 70S de
procariotos e (F) EFSec ao ribossomo 80S eucariético.

Fonte: Adaptada de FERNANDES.'*°
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1.6 Os RNAs especificos para o reconhecimento da via de incorporagdo de Sec e 0

ribossomo

A via de biossintese de Sec, assim como ja apresentado anteriormente, possui
macromoléculas responsaveis pelo reconhecimento especifico e codificagdo de Sec, sendo
eles 0 tRNA* e o elemento SECIS, possibilitando a incorporacéo diferenciada junto ao
ribossomo. Devido a essas peculiaridades, serdo separadamente apresentadas essas

macromoléculas e suas caracteristicas.
1.6.1 tRNASC

O tRNA de incorporacdo de Sec em bactérias € o maior encontrado nesse organismo,
possuindo 95 nucleotideos e um enovelamento Gnico com 8 bases pareadas (pb) em seu brago
aminoacil aceptor e 5 no braco TyC," o que resulta em um pareamento conhecido como
‘8+5°. Além disso, o tRNA>® apresenta um longo brago variavel contendo 22 nucleotideos.*?
Apesar dos tRNAs do tipo 1l (tRNA*" e tRNA™") também apresentarem braco variavel
extenso, esses tRNAs apresentam enovelamento candnico do tipo ‘7+5°.*"*2 O braco
dihidrouridina (D-loop) é composto por 10 nucleotideos, sendo 6 deles pareados no brago e 4
no loop, o que também diverge dos demais tRNAs onde esse pareamento é do tipo 3/4 no
braco e 7/12 no loop. Por fim, o braco de decodificacdo (anticdon) possui uma trinca ACU,
complementar ao codon de insercdo de Sec, UGA [Figura 13]. Apesar de um enovelamento
caracteristico, estudos recentes mostraram que a flexibilidade da estrutura terciaria do
tRNA>® é essencial para sua funcdo e correta acomodac&o na interacio junto aos complexos
de interesse.”*%M! 113 Essas diferencas estruturais indicam a potencial necessidade de
divergéncia ndo somente na sequéncia (limitada por apenas 4 possibilidades de bases, a
menos de edigdes nas moléculas de tRNAs) mas também no enovelamento para o
reconhecimento da maquinaria de conversao Ser-Sec.

Como previamente publicado para E. coli, a enzima SerRS produz Ser-tRNA1S*
através da interacdo e reconhecimento especificos do braco aceptor do tRNAS*, onde haveré a
aminoacilagdo no terminal CCA-OH3’, e também do brago variavel, o que a difere de outras
aminoacil-tRNA sintetase que usualmente reconhecem bragos aceptor e anticédon.® A
obtencdo de Sec-tRNAS® é realizada pela enzima SelA através do reconhecimento especifico
do brago aceptor (onde havera a conversdo Ser-Sec) e D-loop.*® SelB, por sua vez, reconhece

os bracos aceptor, variavel e TyC para a correta acomodacdo junto ao sitio A do ribossomo’? e
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pareamento do anticédon com a sequéncia UGA presente no mRNA.”? Portanto, todos os
elementos estruturais do tRNA®® possuem funcdo de reconhecimento crucial para a
biossintese e incorporacdo de Sec. No entanto, ndo sendo plenamente caracterizados os
mecanismos e constantes de tais interacdes nas formacdes dos complexos proteinas-RNA
transiente dessa via bioquimica. Bem como ja caracterizada as interagdes do tRNA>* com
outras proteinas da biossintese de Sec, esse tRNA especifico foi utilizado ao longo desse

trabalho e sera discutido sua especificidade com SelB e outros complexos formado nessa via

bioquimica.
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Figura 13 — Esquema 2D em forma de trevo representando as regides de reconhecimento do tRNA. (A) O
tRNAS® de bactérias apresenta o dobramento ‘8+5’ nos bragos aceptor ¢ TyC e variavel longo.
Os bracgos sdo reconhecidos pelas enzimas SerRS (aceptor + variavel), SelA (aceptor + D-loop)
e SelB (aceptor + TyC + variavel), além do pareamento anticodon junto ao cédon UGA-Sec
presente no mMRNA. (B) Por sua vez, o tRNA>* dos demais organismos apresenta dobramento
‘9+4’ nos bragos aceptor e TyC e variavel ndo tdo longo. Os bragos sdo reconhecidos pelas
enzimas SerRS (aceptor + variavel), PSTK (aceptor + D-loop) além de SepSecS e EFSec
(aceptor + TyC + variavel), e o pareamento anticodon junto ao codon UGA-Sec presente no
mRNA.

Fonte: Elaborada pelo autor.""

1.6.2 Elemento SECIS

Os elementos SECIS se diferenciam entre os dominios da vida, contudo todos

possuem a mesma funcdo de codificacdo UGA-Sec.™*

Como mencionado, o elemento SECIS
consiste em um grampo (hairpin) estruturado em forma de alca e loop.®* SECIS possui duas
conformacdes biologicamente ativas possiveis. SECIS-form | é a forma candnica sendo

composta por hélice I (localizada proxima ao codon UGA-SECIS); loop interno; SECIS core

" Em colaboracdo com a aluna de doutorado Ana Laura Lima (IFSC/USP).
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(um pareamento do tipo ndo-Watson-Crick formada por lagos assimétricos contendo A-G);
hélice 11 (conservada em tamanho e posi¢do) e loop apical que pode apresentar diferentes
sequéncias, formatos e posicdes para cada gene.®* SECIS-form 11 se diferencia pela presenca
de uma hélice 111 extra, deslocando a alca apical e gerando uma alca interna (Figura 14).%4

O elemento SECIS de E. coli contém pelo menos 40 nucleotideos que formam uma
alca na estrutura do mRNA, contudo, apenas os 17 pb na regido superior da estrutura de alga
sdo suficientes para permitir a incorporacdo de Sec. Em bactérias, o SECIS esta
imediatamente ap0s a0 UGA-Sec e a alca apical, responsavel pelo reconhecimento da WHD4
de SelB, dista 11 nucleotideos da posicdo de codificagdo de Sec.**>™1

Ja em eucariotos, SECIS esta localizado na regiao 3’UTR (regido ndo codificante no 3’
do mRNA), dobrando-se sobre 0 UGA-Sec cédon com o auxilio da SBP2 e, o tamanho das
alcas sdo extremamente variaveis para cada gene codificante para selenoproteinas.**” Como
EFSec ndo reconhece diretamente o SECIS, hipdteses de regides de reconhecimento pela
SBP2 vem sendo analisadas, onde o pareamento ndo Watson-Crick contido no inicio da hélice
Il tem se mostrado com os resultados mais interessantes através de andlises de ensaios de
mobilidade eletroforética nativa para diferentes mutantes de SECIS.*® Apesar da existéncia
de elementos SECIS em arquéias, 0 assunto ainda ndo € amplamente compreendido dada a
auséncia de protefnas reconhecedoras desse elemento estrutural do mRNA.'*°

Um questionamento ainda ndo solucionado, em bactérias, consiste no processo de
despareamento e repareamento das bases de SECIS enquanto o ribossomo, eventualmente um
polissomo, estd em processo de tradugdo. A forma como o ribossomo deve necessariamente
desestruturar o elemento SECIS, o mecanismo de novo reconhecimento e remontagem do
SECIS e as proteinas interagentes ainda sdo questbes que ndo foram completamente
elucidadas. Esses questionamentos jd ndo se aplicam as arquéias e eucariotos, uma vez que a
distancia do elemento SECIS ao UGA-Sec cddon permite que se dobre sobre a posicao
correta com o auxilio da maquinaria (EFSec e SBP2).3%11

A construcédo do elemento SECIS bacteriano para tiorredoxina, uma selenoproteina, foi
utilizada ao longo desse trabalho e serd discutida sua especificidade com SelB para a

formacdo dos complexos macromoleculares na presenca do ribossomo e do tRNA especifico.
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Figura 14 — Comparacdo entre as diferencas estruturais do elemento SECIS. (A) SECIS para bactérias (E.
coli) localizado logo ap6s o codon UGA-Sec. Delimitado pelo retdngulo em verde encontra-se a
regido reconhecida pela proteina SelB a exatamente 11 nucleotideos do cédon UGA. (B) SECIS
para arquéias (M. jannaschii) localizado na regidao 3’-UTR a aproximadamente 25 nucleotideos
do codon UGA. (C) e (D) SECIS para eucariotos superiores em que respectivamente ¢ ilustrada
as formas |l ell.

Fonte: Adaptada de SERRAQ.'*

1.6.3 O ribossomo

O ribossomo é um heterocomplexo constituido por proteinas e RNAs ribossomais
(rRNAs) composto principalmente por duas subunidades (50S & 30S em procariotos e 60S &
40S em eucariotos) formando os ribossomos 70S e 80S, respectivamente.®® O ribossomo
possui 3 sitios com funcgdes especificas, o sitio de aminoacil (sitio A, ou sitio de entrada) que
é o responsavel por acomodar tRNA aminoacilado pareado com seu cédon complementar do
mMRNA. O sitio peptidil (sitio P, ou sitio de processamento), responsavel por posicionar o
tRNA junto a cadeia polipeptidica nascente e o sitio de saida (sitio E) ocupado pelo tRNA sem
0 seu aminoécido, sendo liberado do complexo ribossomal.®

A iniciacdo da traducédo envolve a ligacdo da subunidade ribossomal pequena (30S em
E. coli) a extremidade 5° do mRNA com o auxilio de fatores de iniciagdo, IF.'® A
incorporagdo de aminoécidos se inicia quando o aminoacil-tRNA se liga ao seu
correspondente cédon no mRNA no sitio A ribossomal.*#¢?° Assim, é formada uma ligacéo
peptidica entre 0 aminoacido do tRNA no sitio A e 0 amino&cido do tRNA carregado presente
no sitio subsequente, sitio P.2%¢?° A cadeia polipeptidica crescente é transferida para o tRNA
presente no sitio A e, em seguida, ocorre a translocagéo ribossémica, transferindo o tRNA néo
carregado no sitio P para o sitio E.***** O aminoacil-tRNA que esta presente no sitio A,

carregado com a cadeia polipeptidica, € entdo movido para o sitio P e o tRNA presente no
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sitio E é liberado do complexo, permitindo assim a entrada de outro aminoacil-tRNA no sitio
A para reiniciar o processo.?®®'?° A energia necesséria para este processo é proporcionada por
hidrélise de GTP ligada a fatores de elongacdo, especificamente os EF-G em procariotos.?*?
A terminacdo da sintese do polipeptideo ocorre quando o sitio A pareia-se com um dos trés
diferentes codons de parada de traducéo (UAA, UAG ou UGA).>®°

A entrega dos aminoacil-tRNAs no sitio A do ribossomo envolve uma classe de
proteinas chamada Fatores de Elongacdo, previamente introduzidos na secdo 1.5. Em
procariotos, existem trés fatores de elongagdo conhecidos: EF-Tu, responsavel pela mediacao
da entrada do aminoacil-tRNA em um sitio A livre; EF-Ts que fornecem o fator de troca de
nucleotideos de guanina (GTP) para EF-Tu e o EF-G envolvido na translocacdo do tRNA e
mRNA no processo de elongacdo.>?"#2° Além da complexa maquinaria que o ribossomo
denota, algumas subunidades dessa macromolécula se destacam pela sua importancia na
aquisicdo do aminoacil-tRNA, como por exemplo a subunidade ribossomal L11 responsavel
pelo reconhecimento da molécula de GTP ativado presente nos sitios ativos dos EFs e
permitindo a interacdo EF.tRNA.ribossomo.2¢*%

Apesar de serem muito semelhantes, os fatores de elongacdo apresentam algumas
diferencas. O fator eucariético eEF-1 apresenta duas subunidades, o ¢ By, onde a subunidade o
equivale & EF-Tu e a subunidade By a EF-Ts em procariotos.”” O segundo fator de elongagio,
eEF-2 é o equivalente a0 EF-G procariético.>?’ Algumas estruturas EFs foram resolvidas

221712120 jnclyindo o

recentemente, algumas das quais sdo complexos ribossomo-EFs,
complexo ribossomo.SelB.GTP.tRNAS*.SECIS, o que ajuda a elucidar a interacio de EFs em
traducdo e no processo de incorporacdo de Sec em selenoproteinas. A figura 15 ilustra a
comparacdo entre o ribossomo 70S e 80S dos organismos procaridticos e eucariéticos,
respectivamente e também mostra estruturas de complexos ribossomo.EFs recentemente

obtidas.
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O ribossomo de E. coli também foi utilizado ao longo desse trabalho e sera discutida
sua especificidade com SelB para a formacao dos complexos macromoleculares na entrega do
tRNAS®,

P tRNA

Figura 15 — Modelos estruturais dos complexos ribossomais. (A) Estrutura tridimensional do ribossomo 70S
de procariotos obtida por cristalografia de proteinas.”’ (B) Estrutura tridimensional do
ribossomo 80S de eucariotos obtida por cristalografia de proteinas.?’ (C) Complexo
ribossomo.EF-Tu.tRNA™® envidenciando a formacéo de estruturas macromoleculares durante a
sintese de proteinas obtida por Cryo-EM.2*° (D) Complexo ribossomo.SelB.tRNAS®.SECIS
por Cryo-EM.™

Fonte: Adaptada de NELSON; COX.?’; FISCHER et al.”; RODNINA; WINTERMEYER. %1%

Este trabalho teve como objetivo principal caracterizar as interacOes
macromoleculares da via de biossintese de Sec em E. coli, sobretudo, as interacdes
envolvendo o tRNA>® especifico, o complexo homodecamérico SelA, o fator de elongagéo
especifico SelB, o elemento de codificagdo para o coédon UGA-Sec (SECIS) e o ribossomo.
Modelos in silico foram gerados para uma compreensdo dos complexos macromoleculares
analisados. Experimentalmente, analises de interacdo proteina-proteina e proteina-RNA foram
realizadas através de técnicas espectroscopicas como fluorescéncia intrinseca, anisotropia de
fluorescéncia e dicroismo circular além de técnicas microcalorimétricas. Estudos em solucdo

como ultracentrifugagdo analitica e mobilidade eletroforética nativa também foram utilizados
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visando contribuir com os dados provindos das demais metodologias utilizadas. Técnicas
estruturais como espalhamento de raios-X a baixo angulo, microscopia eletronica de
transmissdo e cristalografia de proteinas foram aplicadas para os complexos estudados. Por
fim, estudos in vivo de complementacéo funcional e ensaios de interacdo através da técnica de
duplo-hibrido dirigido foram realizados. Os resultados obtidos contribuem diretamente com o
conhecimento de complexos macromoleculares de interacdo proteina-proteina e proteina-
RNA, auxiliando a compreensdo do interactoma celular e fortalecendo o entendimento da via
de biossintese e incorporacdo de Sec em bactérias, fundamental para a plena identificacdo dos

mecanismos celulares de detoxificagéo.
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Capitulo 11
OBJETIVOS E JUSTIFICATIVAS

"Se vocé nao esta disposto a arriscar, esteja disposto a uma vida comum.”
Emanuel James “Jim” Rohn

17 de Setembro de 1930 — 05 de Dezembro de 2009

Empreendedor
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2.1  Objetivos gerais

Este projeto teve como objetivo principal estabelecer um novo protocolo que
proporcionasse um maior rendimento na obtencdo de SelB de Escherichia coli, bem como
estudos estruturais e determinacgdo das interagdes macromoleculares as quais essa molécula é
participante da via de biossintese de Sec. Além disso, estudos envolvendo o complexo
homodecamérico SelA do mesmo organismo foram realizados in vivo e in vitro para
compreensdo de seus dominios assim como a estrutura dos complexos transientes aos quais

essa macromolécula participa.

2.1.1 Determinacdo de novo protocolo de obtencdo do fator de elongacdo especifico
para incorporacdo de Sec (SelB) bem como a determinacdo da presenca de

moléculas enddgenas

O rendimento na purificacdo de SelB era aproximadamente de 0,2 mg para cada litro
de cultura'® e nao foi descrito a presenca de nucleotideos ou RNAs endégenos copurificados.
Medidas de absorbancia em 253 nm utilizando sonda especifica para RNA e cromatografia
liquida de alta performance foram aplicados para a determinacdo da presenca e quantificacdo
dessas moléculas endégenas. Mediante a esses resultados um novo protocolo de purificacdo
foi empregado, bem como comparacfes de rendimento ou da presenca de moléculas

enddgenas copurificadas entre diferentes cepas de E. coli.

2.1.2 Caracterizacdo das interacfes dos complexos moleculares formados nas etapas

finais da via de incorporacédo de Sec em E. coli

A via de biossintese de Sec é extremamente especifica e possui elevada taxa de
incorporacio em situacdes de estresse oxidativo.®® Os complexos foram analisados através de
técnicas biofisicas como fluorescéncia intrinseca dos residuos aromaticos, anisotropia de
fluorescéncia, ultracentrifugacdo analitica, mobilidade eletroforética em gel de agarose e

medidas microcalorimétricas.
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2.1.3 Obtencdo de modelos estruturais dos complexos macromoleculares responsaveis
pela etapa de conversdo Ser-Sec e entrega do tRNA3

No inicio deste projeto de doutorado havia somente estudos estruturais de SelB de
arquéias e de construcdes truncadas de SelB de bactérias.®®"*'%® Além disso, ndo havia
estudos estruturais conclusivos de SelA e dos complexos aos quais essa molécula
participava.®®®% Portanto, estudos estruturais de SelB in silico foram realizados para inferir
a estrutura dos complexos SelB dependentes e, aléem disso, foram realizados experimentos de
espalhamento de raios-X a baixo angulo juntamente com ensaios de cristalizacdo dos
complexos de SelB. A fim de corroborar com esses dados, 0 mapeamento da superficie de
interacdo dos complexos foi realizada por analise de espectrometria de massas com troca
hidrogénio/deutério e as mudancas conformacionais através de espectros de infra-vermelho.
Somado a isso, estudos dos complexos transientes de SelA foram realizados por crio-
microscopia eletrbnica de transmissdo, técnica atual para a obtencdo de modelos de alta

resolucéo.

2.1.4 Realizagdo de analises in vivo para a determinacdo da importancia do dominio N-
terminal de SelA e para as interagdes dos complexos da via de incorporacdo de
Sec

Uma vez que ensaios in vivo em sistema bacterianos sdo complicados de serem
realizados, foram propostos experimentos de complementacéo funcional para a determinacéo
da funcdo do dominio N-terminal de SelA. Além disso, experimentos de duplo-hibrido
dirigidos foram realizados para a determinacdo das interaces macromoleculares das proteinas

pertencentes a via de biossintese de Sec em E. coli.
2.2 Objetivos especificos

e Estabelecer novo protocolo de expresséo e purificacdo de SelB de E. coli;

e Quantificar a presenca das moléculas enddgenas: RNAs através de absorbancia
especifica (Qubit) e nucleotideos por cromatografia liquida de alta performance
(HPLOC);

e Comparar o rendimento da expressdo de SelB entre as cepas E. coli BL21 e E. coli

WL81460 por meio de dircroismo circular (CD) e fluorescéncia intrinseca dos
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residuos aromaticos (IFS) para a determinagdo de um novo protocolo de expressao;
Analisar a interacdo e formacdo dos complexos macromoleculares utilizando
Fluorescéncia  Intrinseca  (IFS), Anisotropia de  Fluorescéncia  (FAS),
Ultracentrifugacdo Analitica (AUC), mobilidade eletroforética, além de técnicas
microcalorimétricas, como calorimetria de titulacdo isotérmica (ITC) e calorimetria de
varredura diferencial (DSC);

Realizar ensaios de cristalizacao e tentativas de difracéo;

Realizar o preparo de grades em condi¢des de contraste negativo para Microscopia
Eletronica de Transmissdo (NS-EM). Com esse conjunto de dados, realizar analise de
particula isolada atrelada a analise estatistica multivariada;

Construir um modelo teorico, através de ferramentas de bioinformatica, dos
complexos;

Analisar a veracidade das interfaces de contato através da metodologia de
espectrometria de massas com troca hidrogénio-deutério (HDX);

Comprovar a movimentacdo das estruturas secundarias em solucao por espectroscopia
de infra-vermelho (FTIR);

Realizar coleta de dados e resolugéo estrutural dos complexos transientes, em preparo
criogénico, em microscopio de alta resolucdo. Esta etapa foi realizada no periodo de
doutorado sanduiche no Netherland Centre of Electron Nanoscopy (NeCEN) da
Universiteit Leiden (Holanda);

Verificar a importancia do dominio N-terminal de SelA para a atividade através de
ensaios de complementacédo funcional realizados in vivo;

Determinar as interacdes da via de biossintese de Sec de E. coli através de

experimentos de duplo-hibrido dirigido em S. cerevisae.



76



7

Capitulo 111
TECNICAS E METODOS UTILIZADOS

"Descobri que, quanto mais eu trabalho, mais sorte eu pareco ter.”
Thomas Jefferson
13 de Abril de 1743 — 04 de Julho de 1826

3° Presidente norte-americano
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O objetivo desse capitulo é o esclarecimento simples e objetivo das técnicas e
metodologias utilizadas no decorrer deste projeto de doutorado.

Todos o0s experimentos da interacdo com a proteina SelB foram realizados em
colaboracdo com o aluno de mestrado Adriano de Freitas Fernandes durante sua iniciacao
cientifica e, posteriormente, ao longo de seu projeto de mestrado. Os experimentos também
contaram com a participacdo da aluna de mestrado Jéssica Fernandes Scortecci. Além destes,
este projeto contou com a colaboracdo de varios pesquisadores de diferentes centros, que
estdio mencionados em cada sub-topico deste capitulo, denotando suas importantes
contribuices e auxilios no design experimental, realizacdo das medidas e ajuda no tratamento

e interpretacdo dos dados a fim de obter uma resposta bioldgica plausivel.

3.1 Analises in silico: construcdo de um modelo estrutural e compreensdo dos

complexos formados

No inicio desse projeto ndo havia informac@es estruturais relevantes sobre SelB de E.
coli, a menos de estruturas das WHDs 3 e 4 truncadas e resolvidas por cristalografia de
proteinas.®®™ Por conta disso, estudos in silico para obtencdo de um modelo estrutural de
SelB foram realizados.

3.1.1 Modelo estrutural de SelB de E. coli

Inicialmente, a sequéncia de SelB da cepa E. coli K-12 (W3110) (GI# 388479650 /
YP# 491844.1), contida no banco de dados do National Center for Biotechnology Information
(NCBI) codificante para 614 residuos de aminoacidos e massa molecular predita de 68867,4
Da, foi utilizada na busca por sequéncias de proteinas homdlogas cujas estruturas ja foram
obtidas por métodos experimentais. A ferramenta Protein BLAST (NCBI) foi utilizada para
encontrar uma estrutura molde analisando o banco de dados de estruturas de proteinas (PDB —
Protein Data Bank).

Inicialmente, na auséncia de um modelo tridimensional obtido experimentalmente que
houvesse cobertura elevada da sequéncia de interesse, foi realizada uma busca por possiveis
estruturas homologas que serviriam de molde para a construcdo de um modelo estrutural para
SelB. A busca utilizando BLASTp contra o PDB resultou em diferentes dominios conservados
como descrito anteriormente. Com isso, utilizou-se as sequéncias truncadas para cada um dos

dominios de SelB (dominio N-terminal GTPase e dominio C-terminal — reconhecimento ao
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SECIS).
Para o dominio N-terminal, foi utilizada a plataforma I-TASSE
molde a estrutura do fator de elongacdo EF-Tu de Escherichia coli (PDB ID 1DG1). Ja o

R empregando como

dominio C-terminal, que possui estrutura parcialmente resolvida, foi utilizado o programa
MODELLER 9.0'?? com o molde da estrutura cristalografica desse dominio de SelB de E. coli
(PDB ID 2UWM). Ambos os modelos foram fusionados e validados utilizando o servidor
MOLPROBITY.'?

Posteriormente, a estrutura cristalografica de uma proteina homologa foi resolvida
(PDB. ID 4ZU9).” Assim, as coordenadas dessa molécula foram utilizadas como molde para
a construcdo do modelo através da submisséo da sequéncia de SelB de E. coli ao servidor I-
TASSER.'#

Os modelos gerados foram separados em clusters baseados nas restricdes espaciais dos
modelos com maior homologia a sequéncia inteira (podendo ser utilizado um Unico modelo e,
neste caso, a estrutura cristalogréafica de SelB de Aquifex aeolicus — PDB ID. 4ZU9 foi
utilizada como molécula molde) e os modelos com o melhores (menores) valores energéticos
foram otimizados e ranqueados. O modelo estrutural de SelB de E. coli selecionado foi o que
apresentou menores valores de energia e rmsd (root-mean-square deviation) quando
sobreposto com a molécula molde.

O modelo estrutural obtido foi submetido as analises do Molprobity* para sua
validacdo. Sua visualizacdo foi realizada nos softwares Pymol 1.3 (Schrodinger) e Chimera
1.5.3.2* Além disso, 0 modelo gerado foi comparado com o modelo estrutural obtido através

dos fragmentos dos dominios de SelB inicialmente.

3.1.2 Docking para formacéo dos modelos dos complexos macromoleculares

Uma vez obtido e validado o modelo estrutural de SelB, os modelos estruturais dos
complexos macromoleculares aos quais SelB é participante também foram gerados atraves de
andlises in silico utilizando sobreposigéo e alinhamento tridimensional com estruturas obtidas
por métodos experimentais. O modelo estrutural de SelB provindo da modelagem utilizando a
estrutura cristalografica de SelB de A. aeolicus (PDB.ID 4ZU9) foi escolhido para as analises
comparativas.

Inicialmente, o modelo estrutural de SelB foi alinhado tridimensionalmente, através do
dominio N-terminal, com a estrutura cristalografica do EF-Tu bacteriano (PDB. ID 1ETU).

Posteriormente, dada a semelhanca desse dominio N-terminal, as estruturas de SelB de
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arquéia (PDB.IDs 4AC9 e 4ACB) foram alinhadas, permitindo uma andlise do
posicionamento dos dominios WHD 2 e 3. Analogamente, a recente estrutura de eEFSec
humano (PDB.ID 51ZK) foi alinhada através do dominio N-terminal. A titulo de comparacéo,
outras duas estruturas de EFs foram alinhadas (PDB.IDs 3FIC e 1MJ1), sendo que ambas as
estruturas foram resolvidas em complexo com as subunidades ribossomais. Além disso, 0
fator de terminacdo (release factor, PDB.ID 2WRI) também foi alinhado junto a esse
dominio.

Por sua vez, o dominio C-terminal, responsavel pela interacdo ao elemento SECIS,
possui estrutura cristalogréafica, em complexo com um fragmento do loop-apical, resolvida por
um truncamento no residuo F487 (PDB.ID 2PJP). Esta estrutura foi alinhada juntamente a
WHD4 do modelo estrutural de SelB juntamente com o truncamento no residuo D431
(PDB.ID 2UWM).

A estrutura obtida por crio-microscopia eletronica de transmissdo (Cryo-EM) do
ribossomo em complexo com o EF-Tu juntamente com o tRNA™® (PDB.ID 1MJ1) permitiu
inferir o posicionamento do tRNA no complexo EF.tRNA; com isso a estrutura do tRNAS
(PDB.ID 3A3A) foi alinhada ao tRNA™® o que possibilitou determinar o posicionamento do
tRNA>® junto & SelB através da comparacao das sobreposicoes.

Por fim, o complexo ribossomal bacteriano (PDB.IDs 2WRI — 30S e 2WRJ — 50S) foi
utilizado como molde para a sobreposicdo do modelo SelB.tRNA>.SECIS, empregando
como referéncia o posicionamento tridimensional do complexo EF-Tu.tRNA™® no sitio A do
ribossomo. Esses modelos de interacdo permitiram inferir importantes posic6es de interacdo,
tanto no tRNA®* como em SelB, que foram elucidadas posteriormente por meio experimental
ao longo desse projeto de doutorado, do projeto de mestrado do aluno Adriano de Freitas
Fernandes e, mais recentemente, através da estrutura por Cryo-EM do complexo
ribossomo.SelB.GTP.tRNA* em diferentes estados conformacionais na entrega de Sec ao
sitio A do ribossomo (PDB.IDs 5LZF, 5LZE, 5L.ZD, 5LZC, 5LZB e 5LZA).

3.2  Expresséo e purificagdo das amostras proteicas de interesse

Ao longo desse projeto, as proteinas SelA e SelB foram purificadas utilizando

protocolos previamente descritos,>**%*%

apenas com otimizagdes em algumas etapas a fim
de aumentar o rendimento do processo de purificacdo. Além disso, outras amostras utilizadas
de maneiras pontuais nesse projeto, como SelD e CsdB, ambas proteinas da via de biossintese

de Sec em E. coli foram cedidas gentilmente pela aluna de mestrado Jéssica Fernandes
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Scortecci para experimentos de interagdo por medidas de espectroscopia de anisotropia de
fluorescéncia e por microscopia eletrénica de transmissdo. Portanto, os protocolos de

obtencdo dessas amostras ndo serdo descritos neste topico.

3.2.1 Homodecamero SelA

O complexo homodecamérico SelA de E. coli é alvo de estudos no grupo do Prof. Dr.
Otavio Thiemann desde 2005, como ja mencionado, e teve seu protocolo de expressdo e
purificacdo estabelecido pela Dra Livia Regina Manzine.**

Brevemente, a construcdo selA-pET29a(+), cuja marca de selecdo foi trocada para
ampicilina, foi transformada em cepa E. coli WL81460 (A-DE3). Essa cepa possui marca de
selecdo canamicina e é uma cepa bacteriana selC (-), portanto, ndo produz o tRNAS® 104 o
que possibilita a purificacdo da amostra SelA livre da contaminacdo de tRNA®® endégeno
como ja descrito em trabalhos anteriores.**%>1%

Inoculos de 10 mL de meio LB contendo canamicina (30 pug/mL) e ampicilina (25
pg/mL) foram incubados por 16 h a 37 °C sob continua agitacdo de 80 rpm. Posteriormente,
foi realizada a ampliacdo de escala de 1:100 em volume na presenca da mesma concentracdo
de antibidticos utilizados. Prosseguiu-se com crescimento celular a 37 °C, 150 rpm por
aproximadamente 3 h até a densidade oOptica (D.O.g00nm) de 1,0 quando 0,1 mM de IPTG
(isopropil-B-D-tiogalactopiranosideo) foi adicionado e a indugdo foi conduzida por mais 2
horas nessa mesma temperatura e agitacdo. As células foram centrifugadas a 4.500 rpm por 45
min a4 °C.

Para a lise celular, as células foram ressuspendidas em tampao 20 mM de fosfato de
potassio pH 7,5 contendo 10 uM piridoxal 5° fosfato (PLP, Sigma-Aldrich), uma vez que SelA
é uma enzima PLP-dependente. Adicionou-se lisozima [10 pg/mL] mantendo incubado por 30
min em gelo e, posteriormente, a lise foi concluida utilizando pulsos de ultrassom (20 s de
duracgdo, espagados por um intervalo de tempo de 45 s por 5 min). O extrato celular foi
centrifugado a 13.500 rpm por 45 min a 4 °C para a obtencdo do extrato proteico bruto.

A primeira etapa de purificacdo utilizada foi a precipitacdo pelo método de salting-out.
O extrato proteico bruto foi colocado em um béquer em banho de gelo e mantido sob agitacdo
constante de aproximadamente 60 rpm. Adicionou-se lentamente sulfato de amonio
((NH4)2SO4) macerado, que promove a precipitacdo seletiva de proteinas, até atingir
concentragdo méaxima de 25% (m/v) de (NH4),SO, por volume de extrato proteico,

permanecendo por 15 min sob agitacdo branda seguido de nova etapa de centrifugacédo a
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13.500 rpm por 45 min a 4 °C.

O precipitado proteico foi entdo ressuspendido em tampéo de lise (20 mM de fosfato
de potassio pH 7,5) e aplicado na coluna HiTrap Desalting (GE) acoplada em sistema de
cromatografia liquida (AKTA-GE) para a retirada do excesso de sulfato de aménio utilizado
para precipitacio. As fracdes obtidas da amostra, adicionou-se 20% (m/v) de Nycodenz®
preparado em tampdo 20 mM de fosfato de potéssio pH 7,5. Esse composto organico esta
relacionado a preservacdo da forma e conformacdo oligomérica em técnicas de
ultracentrifugacdo de células e complexos macromoleculares em anélises de sedimentacdo.'?
Apo6s 30 min de incubagdo em gelo, a amostra foi submetida a centrifugacdo em concentrador
Amicon, com corte de 100 kDa, a 3100 rpm até atingir, aproximadamente, volume final de 1
mL para entdo ser submetida a cromatografia de exclusdo molecular em coluna Superdex 200
HL (16/60). As fracdes foram coletadas e submetidas a eletroforese desnaturante (SDS-
PAGE) para verificacdo da presenca da proteina recombinante de interesse. Ao final,
adicionou-se volume necessario para uma concentracdo de 10% de glicerol as aliquotas de

Sel A recombinante.

3.2.2 O fator de elongacéo especifico, SelB, estabelecimento de um novo protocolo

A expressdo e purificacdo do fator de elongacgdo especifico para incorporacdo de Sec
em E. coli (SelB) vem sendo descrita desde os anos 1990,%® porém apresentando rendimento
de aproximadamente 0,2 mg por litro de cultura.'”’

Em colaboracdo com o aluno de mestrado Adriano de Freitas Fernandes, um novo
protocolo de expressdo e purificagdo de SelB foi padronizado, proporcionando uma maior
efetividade no processo de purificacdo e garantindo um aumento significativo no rendimento
proteico, cerca de 2 mg por litro de cultura.

O gene selB de E. coli clonado no vetor de expressdo pT7-6 (pT7-6 SelBHG6) foi
gentilmente cedido pela Profa. Dra. Marina Rodnina (Department of Physical Biochemistry -
Max Planck Institute for Biophysical Chemistry, Alemanha). Essa construgdo possui
ampicilina como marca de sele¢cdo e promotor T7, além da adicdo de uma cauda de hexa-
histidina na porcdo C-terminal da proteina sem sitio de clivagem entre a sequéncia
polipeptidica de SelB e a cauda utilizada para a cromatografia de afinidade. Essa construcéo

foi utilizada em trabalhos prévios'®%

e foi inicialmente transformada em cepas de E. coli
DH5-a para a propagacdo e aumento da quantidade de plasmideo para 0s passos

subsequentes.
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As transformacdes foram realizadas em cepas de expressao E. coli BL21 (A-DE3) e E.
coli WL81460 (A-DE3), como j& mencionado esta Gltima é uma cepa deficiente no gene selC,
portanto ndo produzindo o tRNA>® endégeno que poderia ser eventualmente copurificado
com a amostra de interesse. A escolha da cepa E. coli WL81460 provém da necessidade de
elucidar a especificidade entre o tRNA>* aos demais componentes da via de incorporacéo de
Sec.

Uma vez confirmada a presenca do gene de interesse ligado ao vetor de expressdo
atraves da técnica de PCR utilizando oligonucleotideos especificos para o gene selB de E. coli
seguido de sequenciamento, prosseguiu-se as etapas de expressao da proteina SelB. Indculos
de 10 mL de meio LB contendo canamicina (30 pug/mL) e ampicilina (25 pg/mL) para a cepa
E. coli WL81460 e somente ampicilina para E. coli BL21 devidamente transformadas com
pT7-6 SelBH6, foram incubados por 16 h a 37 °C sob continua agitacdo de 80 rpm.
Posteriormente, aumentou-se a escala de 1:100 em volume de cultura e procedeu-se com
crescimento sob agitacdo em 150 rpm, 37 °C por aproximadamente 6 h, contendo 0s mesmos
antibidticos previamente descritos, até se atingir a densidade optica (D.O.g00nm) de 1,0. Nesta
etapa, iniciou-se a inducdo através da adicdo de 0,1 mM de IPTG e mantendo agitacdo e
temperatura por 3 h. Por fim, as células foram centrifugadas a 4.000 rpm, 4 °C, por 45
minutos.

As células foram ressuspendidas em tampéo A (200 mM &cido bérico pH 7,0; 10 mM
MgCl,), seguido por centrifugacdo a 13.500 rpm, 4 °C por 45 min. ApGs esta etapa de
lavagem, o precipitado foi novamente ressuspenso agora com tampdo B (200 mM &cido
borico; 1 M NaCl, 10 mM MgCl,; 1 mM B-mercaptoetanol; 200 ug/mL PMSF).

A lise celular foi realizada por meio da adi¢do de lisozima [10 pg/mL] juntamente com
a utilizacdo de pulsos de ultrasom (20 s de duracdo, espacados por um intervalo de tempo de
45 s por 2,5 min). Entdo o lisado foi submetido a centrifugacdo a 13.500 rpm, 4 °C por 45
min, obtendo-se assim 0s extratos proteicos brutos.

Apo6s um passo de filtragem do extrato bruto em filtros de 0,22 pum, a purificacdo de
SelB foi realizada em coluna de afinidade onde havia previamente depositado 3 mL de resina
carregadas com fons cobalto (Co®*) (Talon). A resina foi lavada com cerca de 10 volumes de
coluna de tampdo C (200 mM acido bodrico; 1 M NaCl, 10 mM MgCl;; 1 mM B-
mercaptoetanol; 200 pg/mL PMSF; 10 mM imidazol) e a amostra foi eluida com a utilizagéo
de 4 volumes de coluna de tampédo D (200 mM é&cido borico; 1 M NaCl, 10 mM MgCl;; 1
mM B-mercaptoetanol; 200 pg/mL PMSF; 100 mM imidazol).

A amostra foi submetida a um tratamento adicional pela adi¢cdo de RNase A (Thermo-
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Fisher). Para a completa degradacdo do RNA enddgeno que eventualmente poderia ser
copurificado, adicionou-se RNase A [1 pg/mL] na amostra eluida da cromatografia de
afinidade. Apds o processo de degradacdo do RNA endogeno, a amostra foi concentrada em
concentradores Amicon (corte de 50 kDa) seguida de didlise em tampéao E (100 mM fosfato
de potéssio pH 7,0; 0,5 mM EDTA; 150 mM NaCl; 5 mM MgSQ,). Por fim, a amostra foi
concentrada até o volume de 500 pL para a injecdo no sistema AKTA onde foi submetida a
cromatografia de exlusdo molecular utilizando a coluna Superdex 75 10/30 (GE) previamente
equilibrada com tampdo E. As fracdes obtidas para cada passo da purificacdo foram
submetidas em gel desnaturante de poliacrilamida 15% (SDS-PAGE) para o0 acompanhamento
das etapas de purificacdo e analise do grau de pureza da amostra.

3.2.2.1 Confirmacao da amostra de interesse por espectrometria de massas

Os ensaios de espectrometria de massas foram realizados em colaboragdo com o Dr.
Edson Crusca do Grupo de Biofisica Molecular “Prof. Dr. Sérgio Mascarenhas (IFSC-USP)”
através da andlise de fingerprint da amostra em gel desnaturante e a utilizacdo de um
espectrometro micrOTOF-QII (Bruker Daltonics) acoplado a coluna Acclaim PepMap®
RSLC, 75 um x 150 mm, C18, 2 um, 100 A (cod. 164534).

Para este experimento, a fracdo contendo a amostra de interesse foi recortada do gel de
poliacrilamida 15% e descorada com 50% metanol e 2,5% acido acético. Esta solucdo foi
retirada do gel e entdo foi realizada a desidratacdo com adicdo de 100% acetonitrila. Apds a
remocao desta solucdo, a amostra foi evaporada € 10 mM de DTT foram adicionados. Em
sequida foi realizada a alquilacdo com a adicdo de 50 mM iodoacetamida. O gel foi entdo
lavado com 100 mM bicarbonato de amonio, submetido a digestdo pela adi¢io de 1 pg de
tripsina (Sigma-Aldrich) seguido da injecdo no equipamento para analises dos fragmentos

obtidos e identificacdo da sequéncia de SelB de E. coli.

3.2.2.2 Confirmacao da amostra de interesse por western blot

A técnica de western blot (WB) foi utilizada para a confirmacdo de que as amostras
presentes em gel SDS-PAGE 15% correspondiam a amostra de interesse. Ao final da
purificacdo, a proteina SelB fusionada & cauda de hexa-histidina foi submetida a visualizagdo
por western blot com anticorpos comerciais especificos para a cauda de histidina, His-TAG
(Sigma-Aldrich).
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Juntamente com a aluna Jéssica Fernandes Scortecci, o protocolo de WB para as
amostras purificadas contendo His-TAG foi estabelecido. As amostras presentes no gel SDS-
PAGE 15% foram inicalmente transferidas para uma membrana de nitrocelulose por meio do
equipamento Trans-Blot Transfer System Turbo (Bio-Rad Laboratories) por 30 min, 20 V, 2.5
A. Em seguida, a membrana foi corada com Ponceau 1% por 2 min e descorada com &gua
destilada. Uma vez descorada, a membrana foi submetida ao passo de bloqueio utilizando
solucdo salina tamponada de fosfato com Tween (PBST) + 5% de leite seco a temperatura
ambiente sob leve agitacdo durante 1 h. Em seguida, a membrana foi incubada com o
anticorpo primério contra a His-TAG (Sigma), (1:3000 mouse monoclonal) em PBST com 1%
de leite em po por 2 h e, posteriormente, lavada 3x com PSBT, sendo 8 min cada lavagem.
Em seguida, a membrana foi incubada com o anticorpo secundario (Sigma, peroxidase IgG
anti-mouse conjugado numa titulacdo de 1:5000) em PBST durante 1:30 h. A membrana foi
novamente lavada com PBST e o complexo proteina-anticorpo conjugado com peroxidase foi
entdo tratado com uma solucdo de luminescéncia quimioldgica contendo 0,3% de H,O, por 2

min e visualizado com o software/equipamento Image Studio Digits (Li-COR, Biosciences).
3.3  Obtencdo dos RNAs: tRNA e elemento SECIS

Diferentemente das amostras proteicas, os RNAs de E. coli estudados nesse projeto
(tRNAS®, SECIS e tRNA?) foram obtidos através de reacdes em cadeia da polimerase
utilizando primers que se sobrepunham resultando nos genes (selC, secis e alaS). Essas
amplificacbes serviram de molde para as reagfes de transcricdo in vitro por meio de kit
comercial. Os detalhes sdo expressos nos itens a seguir.

3.3.1 Amplificacdo dos genes selc, secis e alaS

O gene do tRNA especifico para insercao de Sec (selC) de 95 pares de bases (pb) e um
fragmento do RNA mensageiro sabidamente presente na formagdo do elemento estrutural em
forma de grampo denominado elemento SECIS (39 pb), ambos de Escherichia coli, foram
amplificados através de reacdo em cadeia da polimerase, ou PCR, a partir dos
oligonucleotideos complementares comercialmente sintetizados (Sigma-Aldrich):
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selC-forward
5’ACGAATTCTAATACGACTCACTATAGGGAAGATCGTCGTCTCCGGTGAGGCGGCT
GGACTTCAAATCCAGTTG?’

selC-reverse
5’TGGCGGAAGATCACAGGAGTCGAACCTGCCCGGGACCGCTGGCGGCCCCAACT
GGATTTGAAGTCCAG 3’

secis-forward

5’GCTAATACGACTCACTATAGGGAGCAGCAGGAUGAGGGC3’

secis-reverse

5’CTTGGCGGTGCAGACCTGCAACCGCCCTCATCCTGCTGC3’

Foi adicionada em ambas as sequéncias a regidao promotora para ligacdo da enzima T7
RNA polimerase (Thermo Fisher) o que permite a transcrigdo utilizando o DNA dupla-fita
provindo da PCR. Além destes, foram desenhados oligonucleotideos, representados abaixo,
para a sintese do molde do tRNA carreador de alanina ((RNA*'?) de E. coli com a trinca TGC
como anticdédon (gene com 76 pares de bases, isoforma mais abundante em E. coli de acordo
com o banco de dados GtRNAdb (Baskin Engineering)). Este tRNA foi utilizado como
controle negativo para as interacdes relacionadas ao tRNA®.

alaS-forward
5TAATACGACTCACTATAGGGGATGTAGCTCAGATGGTAGAGCGCCCGCTTAGCAT
GCG3'

alaS-reverse
S5TTGTGGAGAAGTTGGGTATCGATCCCAATACCTCCCGCATGCTAAGCGGGCGCTC
3

As amplificacdes dos DNAs moldes selC e secis alem do gene codificante para o
tRNA? foram realizadas de acordo com o protocolo apresentado abaixo [Tabela 1]. A PCR
se iniciou com o aquecimento a 94 °C por 90 s para a completa desestabilizacdo de eventuais
elementos de estrutura secundaria, e 0s ciclos posteriores consistiram em um passo de
incubacdo a 94 °C por 30 segundos seguido pelo passo de anelamento a 40 °C por 30
segundos e por fim um passo de elongacdo a 72 °C por 30 segundos. Esse ciclo foi repetido

por 35 vezes, e a amostra foi entdo incubada a 4 °C para preservacgéo e posterior utilizacdo.
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Tabela 1 — Condic¢Bes da PCR para a amplificacdo dos genes de interesse.

Reagentes Volume (pnL)

Tampéo da enzima Tag DNA polimerase (sem cloreto de magnésio) [10X] 10
dNTPs [10 mM] 3
MgCl, [50 mM] 2
Oligo nucleotideo 5' do gene [100 pmol/uL] 1
Oligo nucleotideo 3' do gene [100 pmol/uL] 1
Tag DNA polimerase Platinum [5 U/uL] 1

Agua deionizada g.s.p. 100

Fonte: Elaborada pelo autor.

O resultado da reagdo foi submetido a eletroforese em gel de agarose 2% contendo
SYBR® Safe a 80 V, 400 mA por aproximadamente 40 minutos. O resultado foi observado em
transluminador a 470 nm e os fragmentos de interesse foram recuperados utilizando o kit
comercial Wizard® SV Gel (Promega) com rendimento de aproximadamente 50 ng/pL para
cada reacdo utilizada. As quantificacbes foram realizadas utilizando o espectrofotometro
Nanodrop 2000 (Thermo Scientific) no modo DNA50 com &gua mili-Q autoclavada como

referéncia.

3.3.2 Transcricdo in vitro e confirmacdo do enovelamento por variacdo térmica

monitorado por dicroismo circular (VT-CD)

Apbs a amplificacdo dos genes de interesse, deu-se continuidade a transcricdo dos
RNAs através da utilizacdo do kit comercial MEGAscript® T7 (Ambion). O volume de DNA
molde foi determinado como sendo a quantidade, em pL, necessaria para obter 250 ng de
DNA na reacdo. Apos a adicdo dos reagentes de acordo com as especificacdes do fabricante

(Tabela 2), a reacdo foi incubada por um periodo de 16 a 24 horas a 37 °C.
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Tabela 2 — CondigBes da reacdo de transcrigdo in vitro.

Reagentes Volume (pnL)
Tampéo [10 X]
ATP
CTP
GTP
UTP

N N D NN

DNA molde (250 ng)

=

Enzima Mix

Agua livre de RNases q.s.p. 20

x = Quantidade, em pL, necessaria para se obter 250 ng de DNA na reagdo.

Fonte: Elaborada pelo autor.

Apbs a finalizacdo da reacdo de transcricdo in vitro, as amostras foram submetidas a
purificacdo através da adigdo de 1 pL de DNase Turbo (Ambion), para degradacdo do DNA
molde utilizado, incubando-se por 15 minutos a 37 °C. Posteriormente, procedeu-se com a
extracdo utilizando o protocolo de precipitacdo com fenol e cloroférmio onde 200 pL de fenol
foram adicionados e homogeneizados por vortexacdo por 30 s seguida de centrifugacdo a
10.000 rpm por 5 min a temperatura ambiente. Uma vez retirado o sobrenadante da mistura
bifasica resultante e este foi transferido para outro microtubo, no qual se repetiu 0 mesmo
procedimento com a adi¢do de mesmo volume de cloroférmio. Apds a centrifugacdo nas
condicdes previamente descritas, o sobrenadante contendo as moléculas de RNAs transcritas
foi transferido para outro microtubo. A precipitacdo do RNA produzido se deu pela adicao de
2,5 volumes de etanol RNasefe.100% e 0,1 volume de acetato de sédio 3 M pH 4,7 RNasefree.
O material foi entdo guardado por 16 h a -20 ° C para otimizacao da precipitacdo dos RNAs.

Apobs a precipitacdo, procedeu-se com a centrifugacdo das amostras em 13.200 rpm
por 45 minutos a 4 °C. O sobrenadante foi retirado e ao precipitado foi adicionado etanol 70%
RNasefqee previamente gelado. Apos nova centrifugagdo por 15 minutos, o sedimento foi
deixado por 16 h para completa secagem a temperatura ambiente e, ap0s essse periodo, 0
sedimento seco foi ressuspenso em 50 uL de agua livre de RNases. Apés a purificacdo dos
tRNAs, foi necessario garantir o correto enovelamento. O enovelamento dos RNAs se deu
utilizando um banho térmico a 80 °C com decréscimo continuo da temperatura até 35 °C,
nesse momento foi adicionado 20 mM de cloreto de magnésio. Prosseguiu-se com 0
resfriamento até a temperatura ambiente. As quantificagdes foram realizadas utilizando o

espectrofotdbmetro Nanodrop 2000 (Thermo Scientific) no modo RNA40 utilizando agua
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RNasesee autoclavada como referéncia. O correto enovelamento das amostras de RNAs foi
confirmado através de medidas de espectroscopia de dicroismo circular (CD) em funcéo da
temperatura (VT-CD). %1%

Essa técnica € amplamente utilizada para 0 monitoramento das estruturas secundarias
de proteinas, acidos nucléicos (DNA e RNA) bem como sacarideos. Além disso, é possivel
inferir alteracbes nas estruturas secundarias em funcéo da variacdo de temperatura, solvente
ou presenca de ligantes.'?®*%" Espectros de CD tém sido empregados para a determinagéo do
correto enovelamento de amostras de RNAs em funcdo da temperatura, uma vez que essa

macromolécula apresenta maximos de elipsidade caracteristicos, como mostrado na figura
16 127-128

(A) (B) ..

20+

-t
(]
Aquecimento

Se(em'v)
o

CD(mdeg)

Z L 1 I 1 L
|5200 220 . 240 260 280 300 320
Comprimento de onda (nm) Comprimento de onda (nm)

160 180 200 220 240

Figura 16 — Perfis dos espectros de dicroismo circular. (A) Espectros de amostras proteicas. Proteinas
majoritariamente em a-hélice, folhas-B ou estruturas irregulares sdo representadas em
vermelho, verde e preto, respectivamente. (B) Espectros do desenovelamento de RNA
estruturado em fungdo da temperatura monitorado por VT-CD. 2%

Fonte: Adaptada de CANTOR;SCHIMMEL™® ; KELLY:; JESS; PRICE'?"; KYPR et al*?

As medidas de CD foram realizadas em um espectropolarimetro Jasco J-715 (Jasco
Corporation, Japdo) em cubetas de quartzo cujo caminho éptico era 1 mm acoplado ao
sistema de variacdo térmica Peltier. Para as medidas de CD, amostras contendo 20 puM de
cada RNA analisado (tRNAS*, SECIS e tRNA?) preparado em &gua livre de RNases e 20
mM de cloreto de magnésio tiveram os espectros de CD registrados em funcao da temperatura

em intervalos de 10 °C com 120 s de incubagdo entre cada aquisicdo. Foram realizadas
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médias de 8 varreduras a 100 nm/min no intervalo de comprimentos de onda entre 205 nm e
320 nm. Foram feitas triplicatas experimentais sendo 0s resultados expressos em
milielipsidade (mdeg) e todos os espectros adquiridos pelo programa Spectra Manager
(JASCO) foram devidamente subtraidos das contribuicdes dos solventes utilizados. A
deconvolucdo dos espectros foi realizada utilizando o programa CDTools.*® Os dados obtidos
foram tratados e analisados utilizando o software Origin 8.6 e a analise dos maximos
observados em 268 nm em funcdo da temperatura foi empregada, por meio do ajuste
sigmoidal pela funcdo de Boltzmann. Este ajuste permite a determinacdo da temperatura de

melting (T,) das amostras.
3.3.3 Marcacéo com fluordéforo especifico

Com o objetivo de realizar experimentos fluorimétricos utilizando uma sonda
fluorimétrica cujo comprimento de onda de excitagdo e emissdo fossem especificos,
procedeu-se com a marcacdo dos RNAs com um agente fluorescente sensivel, no caso, a
fluoresceina-maleimida (Sigma-Aldrich). Para essa marcacao, utilizou-se o kit de marcacédo
“5"' EndTag Nucleic Acid Labelling System” (Vector Laboratories).

As marcacdes dos RNAs foram realizadas de acordo com o protocolo sugerido pelo
fabricante. Inicialmente, o tiofosfato foi transferido a partir do ATPyS para a extremidade 5°-
OH do RNA pela enzima T4 polinucleotideo quinase. Em seguida, foi utilizado o fluoréforo
especifico para a formacdo da ligacdo ao grupo tiol do RNA. Posteriormente, foi necessario
gue os RNAs fossem novamente enovelados e, para isto, as amostras foram submetidas ao
mesmo protocolo previamente descrito para o correto enovelamento dos RNAs.

3.4  Determinacédo de contaminantes enddgenos em SelB

SelB, assim como outros EFs, interage com nucleotideos (GTP, GDP alem de
analogos) e com é&cidos nucléicos, sobretudo RNAs.%7*1%1% vjisando o controle das
macromoléculas proteicas desse projeto, as amostras foram submetidas a medidas
fluorimétricas e cromatograficas para a determinacdo de contaminantes enddgenos

copurificados.
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3.4.1 Deteccdo de RNAs enddgenos através de método fluorimétrico

SelB, assim como SelA, é passivel de ser purificada com RNAs enddgenos e, para a
quantificacdo desses contaminantes foi utilizado o método fluorimétrico por meio de sondas
especificas no fluorimetro Qubit (Invitrogen) através do ensaio de RNA Quant-iT.***!* O
tratamento com RNase foi realizado ao final do processo de purificacdo por cromatografia de
afinidade por metal para as cepas E. coli BL21 e E. coli WL81460 e foram comparadas a fim
de determinar o método mais eficiente de purificacao.

O processo consiste na adigdo de RNase A [1 pg/mL] seguido por incubagdo a 4 °C
por 1 h e 16 h. Para estes ensaios foi preparada a solugéo de trabalho por meio da dilui¢do na
proporcdo de 1:200 em volume do reagente Working Solution a0 mesmo tampdo em que
estava a proteina em um volume final de 200 pL. Antes da adi¢cdo da etapa de degradacédo por
RNase, a proteina SelB resultante do passo de cromatografia por afinidade em tampéo D foi
dialisada para o tampdo E e submetida a cromatografia de exclusdo molecular. Portanto, o
tampdo utilizado nas analises de Qubit e na diluicdo da solucdo de trabalho foi o tampéo E.
Além disto, foram preparadas as soluc¢Ges padréo diluindo o as solucéo Standard 1 e Standard
2 presentes no kit de reagentes do Qubit. A diluicdo das solucdes padréo foi realizada na
adicéo de 10 pL de cada reagente Standard em 190 pL de tampéo E. A amostra a ser analisada
foi preparada com a adi¢éo de 20 pL em 180 pL de solucéo de trabalho. Os tubos foram entéo
vortexados por 30 s e incubados a temperatura ambiente antes das aquisi¢es dos dados.

Para as medidas das concentracdes de RNA presentes no produto final de purificacdo
foi realizada a curva de calibragdo por meio das medidas dos padrdes: solugbes Standard 1 e
Standard 2. Basicamente, a medida destas solugdes padréo indica o coeficiente de calibragéo,
estimando uma funcdo linear. A quantificacdo da amostra foi entdo realizada nas solucdes
padrdes. Dessa forma, a concentracdo dos RNAs enddgenos foi inferida para as amostras

purificadas de SelB de ambas as cepas bacterianas de expressao.

3.4.2 Amostras GTP-free (HPLC)

SelB é uma proteina com atividade GTPasica, assim como todos os EFs. Portanto,
espera-se que o produto final de purificacdo possa conter nucleotideos de guanina
copurificados. Deste modo, utilizou-se experimentos de extragdo de nucleotideos com acido
perclérico seguidos de cromatografia liquida de alta performance (HPLC) em coluna de troca

idnica.® Assim como o observado com a presenca de RNAs enddgenos, houve a suspeita da
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presenca de nucleotideos provindos das cepas de expressao.

As amostras foram preparadas seguindo protocolo ja estabelecido na literatura® que
consiste na adicdo de 250 pL de 1,5 M &cido perclérico (HCIO,) gelado em 500 pL de
amostra a 6 uM. Apos 10 min de incubacéo em gelo, as proteinas desnaturadas sao removidas
por centrifugacdo a 13.500 rpm, 10 min a 4° C. Em seguida, adiciona-se 100 pL de KOH 3M
e 80 pL de &cido acético 5 M em 600 pL de sobrenadante coletado. As amostras sdo entdo
armazenadas a -20 °C para posterior analise.

As andlises foram realizadas em sistema High Performance/Pressure Liquid
Chromatography (HPLC) em equipamento Waters 2695/2487 utilizando coluna de troca
ibnica Protein Pack DEAE 5 PW, 7,5 mm x 7,5 cm (Waters) monitorando a absorbancia em
253 nm (nucleotideos). As amostras foram centrifugadas a 13.500 rpm, 4 °C por 1 h antes de
serem injetadas no sistema HPLC. A coluna foi previamente equilibrada com 90% tampao
HPLC-A (100 mM fosfato de potéssio pH 7,0) e 10% tampdo HPLC-B (100 mM fosfato de
potéssio pH 7,0 e 1 M cloreto de sddio). As amostras foram submetidas a cromatografia de
troca idnica com fluxo de 1 mL/min e variacdo do percentual dos tampdes HPLC-A e HPLC-
B de maneira linear até 50% HPLC-A e 50% HPLC-B em 10 minutos e posterior incremento
de HPLC-B até 100% até 12 minutos total, retornando posteriormente as condigdes iniciais de
equilibrio.

Juntamente com as amostras analisadas, os padrdes i) tampao, ii) GDP 12 uM, iii)
GTP 12 uM e iv) mix: GDP+GTP 12 uM, também foram preparados seguindo protocolo
previamente descrito. Todos os cromatogramas foram tratados utilizando o software Origin
8.5.

3.4.3 Ensaios de atividade in vitro por cromatografia liquida de alta performance
(HPLC)

Além da quantificacdo da presenca de nucleotideos endogenos, foi também realizada a
medida do consumo de GTP em funcdo do tempo. A reacgdo foi conduzida por 60 min a 25 °C
apos a adicdo de 100 UM de GTP. Desta solugdo, fra¢des de 100 uL foram recolhidas nos
seguintes tempos: 0, 5, 10, 15, 30, 45 e 60 min. Para interromper a reacdo de consumo de
GTP, as fragcdes foram entdo congeladas em nitrogénio liquido e descongeladas em banho
térmico a 65 °C (temperatura acima da T, de SelB) até & completa desnaturacdo e inibigdo da
reacdo. Em seguida as amostras foram centrifugadas a 13.500 rpm por 30 min a 4 °C e
injetadas no HPLC.



94

A coluna foi previamente equilibrada com 90% de tampdo A (fosfato de potassio 100
mM pH 7,0) e 10% de tampéo B (100 mM fosfato de potéssio pH 7,0 e 1 M cloreto de sodio).
Para o monitoramento foram utilizados os seguintes controles: i) tampdo E, ii) GDP 12 uM,
iii) GTP 12 uM e iv) GDP+GTP 12 uM.

Para cada condigdo, 100 pL de amostras foram submetidos & cromatografia de troca
ibnica com fluxo de 1 mL/min com uma variacdo percentual do tampéo A e do tampéo B
linearmente durante 10 min. Ao fim da analise, aumentou-se a concentracdo do tampéo A até
100% por 12 min no total retornando as condic¢des iniciais do gradiente para prosseguir com a
proxima injecao.

A cinética de consumo de nucleotideos de guanina na presenca de tRNA>* também foi
realizada. Para isto, SelB na presenca de 100 uM de GTP foi previamente incubada com 20
uM de tRNA>® nos mesmos tempos analisados (0, 5, 10, 15, 30, 45 e 60 min).

Por fim, experimento semelhante foi realizado na presenca da maquinaria necessaria
para a incorporacdo de Sec. Juntamente com os 6 pM de SelB em tampdo E foram
adicionados 12 pM de tRNAS®, 12 pM de SECIS e 100 nM de ribossomo com o inicio da
reacdo dado pela adicdo de 100 uM de GTP e monitorados por 60 min a 25° C com a retirada
dos mesmos tempos indicados para a cinética de SelB.GTP. Os resultados obtidos pelo
monitoramento em 253 nm foram analisados no software Origin 8.5 utilizando a visualizacéo

de maltiplas curvas tridimensional.
3.5  Comparacdo entre as cepas de expressao utilizadas

Como mencionado anteriormente, o gene selB de E. coli clonado em vetor de
expressdo pT7-6 foi transformado em duas diferentes cepas de expressdo: E. coli BL21 (A-
DE3) e E. coli WL81460 (A-DE3), sendo essa uma cepa deficiente do gene selC, portanto ndo
produzindo o tRNA>* endégeno que poderia ser eventualmente copurificado com a amostra
de interesse. Para a andlise das amostras provindas das diferentes cepas de expressao, ensaios

comparativos de dicroismo circular e fluorescéncia intrinseca foram realizados.
3.5.1 Dicroismo circular (CD)
Com o intuito de caracterizar e comparar a estabilidade térmica das amostras

provindas das cepas de expressdo E. coli BL21 e E. coli WL81460, experimentos de

dicroismo circular em funcdo da variagédo térmica foram realizados (VT-CD). As medidas de
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CD foram realizadas em um espectropolarimetro Jasco J-715 (Jasco Corporation, Japdo) em
cubetas circulares de 1 mm de caminho Optico. Foram utilizadas amostras provindas de ambas
as cepas de expressdo a 2,9 UM de SelB produzida em E. coli BL21 e E. coli WL81460 e
preparadas em tampéo E.

Em todas as medidas, os espectros foram registrados em um intervalo de comprimento
de onda de 198 a 250 nm, com uma média de 8 varreduras com resolucéo de 1 nm adquiridos
em 50 nm/min. As contribuicGes dos tampdes foram subtraidas dos respectivos espectros
proteicos e os resultados foram expressos em milielipsidade (mdeg).

Para as medidas de variacdo térmica, o comprimento de onda de 220 nm (minimo
local que indica estrutura em o-hélice presente em SelB) foi monitorado em intervalos de 5 °C
com varreduras térmicas de 10 °C a 90 °C utilizando uma taxa de 1 °C por minuto e 120
segundos de incubacdo em cada temperatura antes da aquisicdo dos espectros. Os resultados
foram analisados utilizando o software Origin 8.5 com o ajuste sigmoidal pela funcdo de
Boltzmann, permitindo a determinacdo dos valores das temperaturas de melting (Tr) das

amostras.
3.5.2 Fluorescéncia intrinseca (IFS)

Proteinas possuem fluor6foros préprios, os aminoacidos aromaticos (triptofano,
tirosina e fenilalanina) tém como caracteristica a absor¢do em uma banda de comprimentos de
onda especifico e emissdo em outra banda, também especifica e distinta da banda de
absorco.**

O aminoécido triptofano (Trp, W) tem maximo de excitacdo em 295 nm e emissdo na
banda localizada entre 303 e ~420 nm, é altamente sensivel a alteracbes no ambiente local e,
por essa razdo, a banda de emissdo é comumente utilizada no monitoramento de mudancas
conformacionais, uma vez que essas alteracbes espectrais na emissdo estdo diretamente
relacionadas com mudancas locais ocasionadas pela interacdo com determinado ligante ou
mesmo interagdes do tipo proteina-proteina ou proteina-RNA.

SelB possui 12 residuos de triptofanos (2,0%) distribuidos nos trés dominios: 1
presente no dominio GTPase; 6 presentes no dominio de interacdo ao tRNA® e 5 presentes
no dominio C-terminal, o que viabiliza as medidas de IFS. Ambas as amostras provindas de
ambas as cepas de expressdo foram submetidas aos ensaios de IFS em espectrofluorimetro
ISS-PCI (ISS, Champaign) em geometria “L” utilizando um canal Gnico de monitoramento.

As amostras foram preparadas a 15 uM em tampéo E e monitoradas utilizando 295 nm para
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excitacdo com um filtro de 295 nm na entrada do detector para evitar interferéncia de fotons
espalhados. O espectro de emissdo foi monitorado na faixa de 305 — 510 nm e foi utilizado
para 0s experimentos cubeta de quartzo com 1 cm de caminho éptico. Os resultados foram
tratados utilizando o software Origin 8.5 e, a fim de determinar o valor de comprimento de
onda referente a0 maximo de emissdo, foi analisada a primeira derivada da curva

experimental.
3.6 Analises da formacdo dos complexos

O intuito desse projeto consiste nas analises das formacgdes dos complexos
macromoleculares dos quais SelB ¢é integrante. Para isso, diferentes técnicas biofisicas foram
aplicadas para a determinacéo e quantificacdo das constantes na formacédo desses complexos,

seja com nucleotideos ou com os RNAs e proteinas especificas da via de biossintese de Sec.
3.6.1 Interacdo com nucleotideos

Inicialmente, ensaios de interacdo com GTP e GDP foram realizados através de
medidas diretas por deslocamento da T, por dicroismo circular (VT-CD), calorimetria de
varredura diferencial (DSC) e por calorimetria de titulacdo isotérmica (ITC).

3.6.1.1 Variacdo térmica monitorada por dicroismo circular (VT-CD)

Ensaios de VT-CD foram realizados utilizando concentracGes saturantes de
nucleotideos de guanina (GTP e GDP a 100 uM) acrescidos a SelB [2,9 uM] preparada em
tamp3o E. E conhecido que amostras proteicas costumeiramente possuem um deslocamento
positivo do valor de Ty, quando em complexo estavel com algum ligante especifico.'?’ Logo,
assim como descrito anteriormente na secdo 3.5.1, os espectros de CD foram adquiridos nas
condi¢bes de VT-CD em intervalos de 5 °C com varreduras térmicas de 10 °C a 90 °C
utilizando uma taxa de 1 °C por minuto e 120 segundos de incubagdo em cada temperatura
antes da aquisicao dos espectros. Os resultados foram analisados utilizando o software Origin
8.5 com o ajuste sigmoidal pela funcdo de Boltzmann, permitindo a determinagdo dos valores

das temperaturas de melting (T,) das amostras.



3.6.1.2 Interacédo por calorimetria de titulagdo isotérmica (ITC)

Experimentos de medidas diretas de variacdo de grandezas termodinamicas podem ser
realizados através da mensuracdo de temperatura (adiabatica), da conducdo de calor ou
compensacdo de poténcia (isotérmica).}?®**1% Qs experimentos de ITC podem ser
conduzidos de duas maneiras distintas, através de inje¢do Unica (que sera discutido na secdo

3.6.2.4) ou injecbes multiplas, na qual se baseia o principio da titulacdo sequencial de maneira

periddica, como exemplificado na figura 17 a seguir.**
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Figura 17 — Medidas de ITC. (A) Esquema do aparato experimental utilizado. (B) Etapas do processo de
titulacdo isotérmica em funcdo do tempo.
Fonte: Adaptada de ISOTHERMAL ...

As medidas de ITC permitem quantificar alguns parametros bioquimicos do sistema
analisado, como a constante de interacdo e a energia de interacdo do sistema e atraves da

integracdo da poténcia observada em fungdo do tempo de analise. Lembrando que:

* Elaborada pela aluna de mestrado Jéssica Fernandes Scortecci (IFSC/USP).
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Onde, AG é a energia livre de Gibbs e para sistemas bioldgicos cujas reacdes sao
favoraveis e/ou exponténeas (exergbnicas) € esperado AG < 0. AH é a variacdo de entalpia,
podendo ser AH > 0 (endotérmica) ou AH < 0 (exotérmica). O termo AS € a variagdo da
entropia do sistema, podendo essa ser inferida indiretamente e espera-se que o valor seja AS <
0 e T a temperatura que, para esse tipo de experimento, é constante. As constantes Kp e Ka
sdo a constante de dissociacdo e de afinidade, respectivamente e os parametros [L], [M] e
[LM] s&o as concentracdes do ligante, da macromolécula, do complexo binério (L+M) e R a
constante universal dos gases ideais.

Os valores da constante de dissociacdo na interacdo entre SelB e os nucleotideos de
guanina, GTP e GDP, foram descritos por calorimetria de titulacdo isotérmica (ITC), obtendo-
se valores de Kp iguais & 0,7 pM e 12 pM para GTP e GDP, respectivamente.’®*%® No
entanto, esses valores sdo extremamente elevados para constantes bioldgicas. Por isso,
experimentos de ITC foram conduzidos para a determinacdo do Kp da interacdo com GTP e
GDP nas condi¢fes experimentais as quais 0s demais ensaios de interacdo foram conduzidos.

Para isso, 260 uM de SelB foram preparados em tampao E, degaseificados por 20 min
a 18 °C e posteriormente injetados na cela experimental do equipamento iTC200 (Malvern)
do Laboratério de Bioquimica e Biofisica de Proteinas (LBBP — IQSC/USP) sob supervisao
do Prof. Dr. Julio César Borges. Aproximadamente 50 uL de GTP, a 1 mM preparados em
tampdo E e previamente degaiseficados, foram carregados na seringa e foram realizadas 12
injecOes consecutivas de 1 puL com intervalos de 240 s sob agitacdo de 1.000 rpm. O mesmo
procedimento foi realizado para GDP e somente para o tampao como controle. A titulacdo dos
nucleotideos em tampdao também foi realizada para que o calor de diluicdo fosse subtraido. Os
resultados obtidos em triplicatas foram analisados no software Auto-iTC200 (Malvern)
utilizando modelo de um Unico sitio de interacdo e valor de variagdo de entalpia conhecido

previamente pelos estudos de injecao Unica (secdo 3.6.2.4).
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3.6.1.3 Calorimetria de varredura diferencial (DSC)

Ensaios de calorimetria de varredura diferencial (DSC) foram realizados para analise
da formacdo desses complexos binarios e determinacdo dos parametros termodinamicos
durante a transicdo do estado enovelado para desenovelado. Essa metodologia consiste na
medida de temperaturas e fluxos de calor associados as transi¢cfes em funcdo do tempo e
temperatura inserida em um ambiente controlado. Em estudos de macromoléculas bioldgicas,
essa técnica permite a determinacao da Ty, ou seja, a temperatura na qual 50% da populagédo
em andlise perde sua conformacdo nativa, podendo colaborar com os dados obtidos através
das andlises de dicroismo circular (CD) monitorando a deshaturacdo por variagdo térmica
(Figura 18).

—=Cp (4)

Na Equacéo 4, dH € a variacdo da entalpia do sistema, C, € o calor especifico da
amostra analisada a pressdo constante e dT a variacdo de temperatura ao qual o sistema é
submetido.

Uma vez determinado o valor de Ty, para a proteina SelB, foi entdo determinado o
valor da temperatura de melting alterado pela presenca dos nucleotideos. Os experimentos de
DSC foram realizados em colaboracdo com o Dr. Luis Guilherme Mansor Basso (Faculdade
de Filosofia, Ciéncias e Letras — USP/RP) com a utilizagio do equipamento
MicroCalorimetro MicroCal VP-DSC (Microcal, Northampton, MA, EUA) do Grupo de
Biofisica Molecular “Prof. Sérgio Mascarenhas” do IFSC/USP. As amostras foram submetidas
a uma taxa de aquecimento de 63,4 °C/h numa faixa de temperatura de 10 °C a 65 °C e a uma
pressdo constante de 1 atm. Registaram-se as linhas de base do tampéo E experimental antes
dos experimentos de desdobramento da proteina para registrar o histérico térmico do
calorimetro. Os termogramas de SelB e dos complexos com nucleotideos (SelB.GTP e
SelB.GDP) foram registrados em apenas um scan ap6s 15 min de equilibrio da amostra a
temperatura de partida (~20 °C) e as amostras de SelB foram preparadas a 7 uM em complexo
com concentragdes saturantes de GTP e GDP [100 uM] em 500 uL. em tampao E.

Ap0s a subtracdo de tampéo experimental e correcéo de linha de base, os termogramas
resultantes foram normalizados para a concentracdo molar de proteina e deconvoluidos
usando o software Microcal Origin DSC. A anélise independente dos perfis de capacidade de

calor molar resultantes foi realizada utilizando um modelo estatistico mecanico de dois
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estados com DSCFit (Microcal). Vale ressaltar que, uma vez que SelB e seus complexos

sofrem desnaturacdo irreversivel durante o aquecimento, os parametros derivados ndo podem

ser considerados como verdadeiras constantes termodinamicas. 2131132
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Figura 18 — Medidas de DSC. (A) Esquema do aparato experimental utilizado. (B) Exemplificacdo do
processo de transicdo de estados (nativo-desnaturado ou enovelado-desenovelado) e os
pardmetros determinados a partir do termograma obtido.

Fonte: Adaptada de ISOTHERMAL ...**

3.6.2 Interacdo com RNAS e parceiros da via de biossintese de Sec

Além dos nucleotideos, SelB interage com os RNAs especificos da via de biossintese
de Sec (tRNA>* e SECIS) como ja descrito anteriormente.****"%2 No entanto, n&o houve
descricdo das interacdes de SelB com os demais parceiros da via, como SelA ou mesmo
constantes de dissociagdo com o ribossomo. Para isso, fez-se necessario o uso de diferentes
técnicas biofisicas para a determinacdo das constantes de dissociacdo e importantes

parametros desses complexos macromoleculares.
3.6.2.1 Supresséo da emissédo dos triptofanos (IFS)
Como mencionado anteriormente, SelB possui 12 residuos de triptofanos distribuidos

majoritariamente nos dominios de interagcdo aos RNAs (11/12 W). Com isso, foi possivel

realizar experimento de titulacdo do tRNA®® em amostra de SelB.
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Para esses experimentos, 50 nM de SelB em concentragéo saturante de GTP [100 uM]
foram incubados a 25 °C, excitados em 295 nm e monitorados no intervalo entre 303-510 nm
assim como descrito anteriormente. Concentracdes crescentes de tRNAS* foram adicionadas
até uma concentracgéo final de 2.000 nM e cada ponto foi incubado por 10 min para posterior
medida. Monitorando a banda de emissdo foi possivel determinar o valor méximo de
intensidade e correlacionar o méximo de emissdo com a concentragdo de tRNA®® titulado,
obtendo-se assim uma curva de interacao.

Essas medidas foram realizadas em triplicata bioldgica e os valores médios e desvio
médio padrdo foram obtidos pela estatistica dos dados coletados nos diferentes experimentos.
Utilizando o software Origin 8.5 foi possivel analisar os espectros e curva de ligacdo além de
realizar o ajuste utilizando a curva de Hill, que é usualmente utilizada para descrever
processos bioquimicos por permitir a determinacdo de valores de constantes e
cooperatividade.’® O ajuste de Hill permite a determinacdo dos valores de constante de
interacdo (Kp — constante de dissociacdo) e indice de cooperatividade para os complexos
estudados. Esses parametros refletem a cooperatividade (n > 1 indica cooperatividade
positiva, ou seja, o favorecimento da interacdo da proxima molécula a sonda monitorada, n <
1 cooperatividade negativa, ou seja, 0 desfavorecimento das interagfes subsequentes e n =1
indica sistema ndo cooperativo e sitios independentes de interacdo) e constantes de

dissociacdo aparente em valores biologicamente aceitaveis.
3.6.2.2 Espectroscopia de anisotropia de fluorescéncia (FAS)

A elucidacdo das interacdes entre biomoléculas é essencial para a compreensao plena
dos mecanismos cinéticos, bioquimicos e entendimento do funcionamento das vias
metabolicas. A metodologia de espectroscopia de anisotropia de fluorescéncia é amplamente
utilizada para estudos de interacfes entre biomoléculas, o que rendeu algumas publicacdes
inclusive em nosso grupo de pesquisa nos Gltimos anos.®*%% A técnica se baseia na diferenca
de absorcao e emissdo de fotons no sistema de coordenadas de um fluoréforo utilizado.

Para uma solugdo homogénea, os fluoroforos ali presentes possuem uma orientacéo
arbitraria e aleatoria sujeitas ao movimento browniano em solugdo e, no caso de uma
molécula pequena, a populacdo estard estatisticamente distribuida, ndo havendo diferenca
significativa nos valores das direcGes de observacdo. No entanto, havendo uma
heterogeneidade na distribuicdo da populagéo, essa diferenca se torna significativa, resultando

em um valor de anisotropia diferente de zero.****%
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Ao serem expostas a luz polarizada, as moléculas fluorescentes que possuem a mesma
orientacdo de absorcéo que a polarizagédo da radiacdo incidente, sdo excitadas, diferenciando-
se da populacdo dentre as demais que estdo em outras orientacdes.’***** Em suma, o
experimento consiste na observacdo na diferenca de polarizacdo, em diregcdes perpendiculares,
dos fluoréforos presentes em solucdo. Essa diferenca é denominada anisotropia de

fluorescéncia e é exemplificada na figura 19 a seguir.
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Figura 19 — Representacdo do experimento de espectroscopia de anisotropia de fluorescéncia. (A) Esquema
geral do desenho experimental com o posicionamento dos polarizadores e configuracdo
comumente utilizada em “L”. (B) Modelo esquematico da polarizagdo da luz e consequéncias
pela influéncia do tamanho das particulas em solugdo, semelhante ao nosso modelo
experimental.

Fonte: Adaptada de SERRAO.1*

As medidas de anisotropia elucidam o deslocamento angular médio do vetor de
absorcdo e de emissdo do féton excitado no fluoréforo. No entanto, a emissdo pode ser
despolarizada por influéncia da difusdo rotacional, evento esse dependente da viscosidade da
solucdo, do tamanho e forma da particula, e do tempo de vida desse estado excitado no qual se
encontra a molécula fluorescente.

A Equacdo 5 descreve como a grandeza anisotropia (r), valor adimensional, €
determinada experimentalmente através de medidas das intensidades de fluorescéncia
observada para cada uma das configuragdes possiveis de combina¢do dos polarizadores de
excitacdo e de emissdo (lwv, lvh, luv € lun), € da relagdo com o G factor, também
correlacionado as intensidades para cada combinacdo de polarizadores ao longo da

medida.104,l30,135
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Os RNAs (tRNAS¢, SECIS e tRNA™?) marcados com fluoresceina 5-maleimida na
extremidade 5° (tRNAS®* SECIS* e tRNA*?*) obtidos através do protocolo descrito na
secdo 3.3.3, possuem maximo de absor¢do em 492 nm e emissdo na faixa de 520-530 nm.
Utilizando-se o espectrofluorimetro ISS-PCI (ISS, Champaign) em geometria “L” com canal
unico de monitoramento e filtro de 50% de corte na emissdo para 515 nm, foi possivel a
realizacdo de experimentos de FAS em funcgédo da concentracéo de SelB titulada.

Inicialmente, 49 nM de tRNAS* acrescido de 1 nM de tRNA** foram incubados em
cubeta de quartzo com 1 cm de caminho éptico a 25 °C por 10 min na presenca de 100 uM de
GTP. Posteriormente, concentragdes crescentes de SelB foram tituladas e, medidas de
intensidade e anisotropia foram coletadas obtendo um valor médio de 5 intera¢des variando as
posicBes dos polarizadores de entrada e saida no sistema optico com 10 min de incubacao
para cada incremento na concentracdo de SelB presente na amostra em analise.
Analogamente, o0 mesmo procedimento experimental foi adotado para o controle negativo
utilizando (tRNA*"?), onde concentracdes crescentes de SelB na presenca de GTP saturante
[100 puM] foram tituladas para a determinacdo dos valores de interacdo porém ndo
apresentando a mesma especificidade, uma vez que o tRNA”® é estruturalmente diferente do
tRNAS,

Além disso, a analise da interacéo de SelB com o complexo binario SelA-tRNA®® foi
realizada de maneira analoga, onde uma amostra de 50 nM de SelA foi previamente incubada
4 25° C com tRNAS* [49 nM] e 1 nM de tRNA®®* por 25 minutos em tamp&o E acrescido de
GTP [100 uM]. ConcentracBes crescentes de SelB foram adicionadas e procedeu-se como
descrito anteriormente para a aquisi¢cdo dos dados de anisotropia monitorando o tRNA3*“* em
funcdo da concentracdo de SelB presente em solucéo.

Sabendo que SelB possui diferentes dominios de interagdo (GTPase-tRNAS*-SECIS)
foram realizados experimentos de FAS utilizando SECIS [49 nM] acrescido de SECIS
marcado, analogamente ao descrito para tRNA** a 1 nM SECIS* em tamp&o E com GTP
[100 puM] adicionado. Procedeu-se com a titulagcdo de SelB de maneira analoga ao descrito
anteriormente. Experimento semelhante foi realizado com o preparo de 49 nM de SECIS
adicionado 1 nM SECIS* e titulado o complexo ternario SelB.GTPtRNA®® previamente

preparado no mesmo tampéo e em concentracdes saturantes de GTP. Por fim, medidas com o
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incremento do complexo SelB.GTP.SECIS previamente preparado foram realizadas seguindo
0 mesmo protocolo descrito previamente.

Finalmente, os complexos de interacéo junto ao ribossomo foram preparados seguindo
protocolo semelhante citado, onde 49 nM de tRNA®® juntamente com 1 nM tRNAS®** foram
previamente incubados com SelB [50 nM] em condicOes saturantes de GTP [100 uM]. Assim,
concentragdes crescentes do complexo ribossomal de E. coli (NEB), preparados a 13,3 uM
em tampdo E, foram tituladas a 25 °C com 10 min de incubacéo antes da aquisicdo dos dados.
O mesmo procedimento experimental foi aplicado para o complexo SelB.GTP.SECIS* e,
posteriormente, para o complexo SelB.GTP.tRNA®** SECIS. Desta forma, analisou-se todas
as combinag®es de interaces possiveis envolvendo SelB, tRNA®®, SECIS, SelA e ribossomo.

Os resultados de média de valores de anisotropia em funcdo da concentracdo de SelB
foram obtidos pela média de triplicatas bioldgicas e analisados em escala linear utilizando o
software Origin 8.5 e, através do ajuste de Hill foi possivel a determinacdo dos valores de
constante de interacdo (Kp — constante de dissociacdo) e indice de cooperatividade para 0s

complexos estudados.

3.6.2.3 Ultracentrifugacéo analitica (AUC)

A técnica de Ultracentrifugacdo Analitica (Analytical Ultracentrifugation - AUC) é
utilizada para analisar o comportamento de macromoléculas bioldgicas, em solucdo, e
determinar parametros como constante de sedimentacdo de macromoléculas em funcdo do
tempo para um campo centrifugo uniforme (Experimentos de velocidade de sedimentacédo) ou
valores de constantes de dissociacdo quando o campo centrifugo é varidvel em funcdo do
tempo e menor que a velocidade necessaria para sedimentacdo completa das macromoléculas
analisadas (Experimentos em equilibrio de sedimentagéo).®

Para experimentos de velocidade de sedimentacdo, as particulas sdo submetidas a uma
velocidade de rotagdo constante (wg), fazendo com que as particulas migrem para a parte
inferior da cela experimental a uma velocidade de sedimentacdo constante (v). A velocidade
de sedimentagdo relacionada a velocidade de rotagdo (wo) € expressa pela equacdo (6) e
definida como constante de sedimentacdo de Svedberg, sendo esta correlacionada com a
massa da particula (m), volume parcial especifico (9), e densidade da particula (p), coeficiente
de difusdo (D), as constantes: nimero de Avogadro (NA) e constante universal dos gases
ideais (R). S também esta relacionada ao coeficiente friccional (f), além da posi¢do na qual a

particula se encontra na cela experimental (r).
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Usualmente, a normalizacdo para o estado padrdo da agua a 20 °C ¢ utilizada para a
comparacdo dos coeficientes de sedimentagdo sem a influéncia de diferentes tampdes. Nesse
casto, tem-se o coeficiente de sedimentagdo padronizado (S20,w). A figura 20 ilustra a
diferenca experimental entre medidas de velocidade e equilibrio de sedimentacéo.

Além disso, a distribuicdo das concentracdes de espécies em solucdo em funcédo da
posicdo radial e do tempo é fundamental para a interpretacdo dos dados e essa é descrita pela
equacdo de Lamm (equacgao 7).

oc )
o 1 a[rDat—sa)or c(r,t)] -

ot r or

Onde o c (r,t) é a funcdo que correlaciona a concentracdo de migracdo e difusdo de
uma particula em funcdo do raio (r) e tempo (t). Os demais pardmetros foram definidos
anteriormente.

Os experimentos foram realizados nas instalalacGes do Laboratorio de Espectroscopia
e Calorimetria (LEC) do Centro Nacional de Pesquisa em Energia e Materiais (CNPEM-
Campinas) com o uso do equipamento Beckman Coulter Proteome Lab XL-1 (Beckman
Coulter), rotor Proteome Lab XL-I (220-240 VAC, 50 Hz) com o auxilio da Dra. Ana Carolina
Figueira e da Dra. Fernanda Batista.

A determinacdo do coeficiente de sedimentacdo de SelB bem como é na presenca de
tRNAS® e tRNA*? foram realizadas na presenca de GTP [100 puM] utilizando SelB [9,8 uM]
e complexos SelB-tRNAs a uma proporcao de 3 SelB : 1 tRNA em tampdo E, ou seja, tRNAs
a [3,27 uM]. Os experimentos foram realizados a 40.000 rpm a 25 °C. O monitoramento da
sedimentagdo foi conduzido com um total de 294 varreduras para cada condi¢do por 26 h
monitorando a absorcdo em 280 nm utilizando tampéo E como referéncia. Os valores teoricos
para as constantes relacionadas a densidade e viscosidade a partir do tampé&o experimental
foram calculados pelo programa Sednterp™® e, para a interpretacéo da absorcdo radial, todas
as curvas resultantes foram ajustadas pelo programa SEDFIT™ utilizando o modelo de

distribuicéo continua c(S).
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Figura 20 — Representacéo do experimento de ultracentrifugagdo analitica. (A) Cela para experimentos de
velocidade de sedimentacéo. (B) Cela para experimentos de equilibrio de sedimentacéo. (C)
Esquema da dindmica do experimento de velocidade de sedimentacéo para 4 tempos distintos
e (D) perfil das medidas para cada tempo. (E) Principio do experimento de equilibrio de
sedimentacdo onde, como o préprio nome diz, h4 um equilibrio das espécies em solucdo de
modo que as particulas ndo sedimentem totalmente e possam se manter devido a acdo da
difuséo.

Fonte: Elaborada pelo autor.

Os experimentos de equilibrio foram realizados nas seguintes velocidades: 8.000 rpm;
12.000 rpm; 15.000 rpm e 18.000 rpm, sendo que em todas as etapas foram mantidas em
rotacdo durante 12 horas. De mesma maneira, as medidas foram realizadas a 25 °C com
monitoramento no comprimento de onda de 280 nm. Foram realizados os experimentos com
0s tRNAs: tRNAS® e tRNA™® preparados em tamp&o E e monitoramento em 280 nm.
tRNA* ¢ tRNA™? foram mantidos constantes [0,34 uM], sendo adicionadas quantidades de
SelB em proporgOes molares de 0,5:1; 1:1 e 2:1 de SelB:tRNA, respectivamente. Para o
tratamento do conjunto de dados do experimento de equilibrio foi utilizado o software
SEDPHAT™® utilizando modelo de interacéo do tipo A + B = AB. Os valores teéricos dos

parametros de viscosidade e densidade foram calculados pelo programa Sednterp.™
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3.6.2.4 Determinacdo da entalpia de interacdo por injecdo Unica na calorimetria de
titulacdo isotérmica (ITC)

Assim como descrito na secdo 3.6.1.2, experimentos de ITC também foram realizados
para determinar os valores de AH. (variagdo de entalpia aparente) na formagdo dos
complexos SelB.GTP; SelB.GTPtRNA>** e SelB.GTP.tRNA3*.SECIS. Ensaios de injecio
Unica consistem na adicdo de uma quantidade saturante da molécula de interesse e
monitoramento da troca de calor em funcédo do tempo. Apds a subtracdo do calor de diluicdo é
possivel determinar a variagdo da entalpia aparente de interagdo do complexo formado.

Nesses ensaios, 10 UM de SelB foram preparados em tampéo E, degaseificados por 20
min a 18 °C e, posteriormente, injetados na cela experimental do equipamento VP-ITC (GE)
do Laboratorio de Biofisica “Prof. Dr. Sérgio Mascarenhas” (IFSC/USP). Aproximadamente
500 puL de GTP, a 1 mM preparados em tampéo E e previamente degaiseficados, foram
carregados na seringa e foi realizada uma Unica injecdo de 20 pL durante 40 s mantida por
120 s sob agitacdo de 300 rpm. O mesmo procedimento foi realizado para tRNASC e,
posteriormente, SECIS a 200 uM e 160 uM, respectivamente. Experimentos de dilui¢do
dessas macromoléculas em tampdao E também foram realizados para a subtracdo do calor de
diluicdo. Os resultados obtidos em triplicatas foram analisados no software Origin 7.0 (VP-
ITC/GE) obtendo-se os valores de AH,, ap0s a subtragdo dos calores de dilui¢do e integracéo
do pico resultante. De acordo com os principios termodinamicos descritos nas equagoes (1) e
(3), uma vez determinado o valor de AH,, e Kp (obtida por diferentes métodos nesse projeto),

foi possivel inferir os valores de variacao de entropia (AS) para os complexos analisados.

3.6.2.5 Analise de deslocamento de mobilidade eletroforética qualitativa em condicdes

nativas

Visando obter mais informacdes sobre a interacdo entre SelB com tRNA>® e SECIS e
determinar a razdo estequiométrica de interagdo entre essas macromoléculas, ensaios de
deslocamento de mobilidade eletroforética qualitativa em condicfes nativas foram realizados.
Esta técnica permite determinar se uma dada proteina tem a capacidade de interagir com outra
proteina ou com moléculas de DNA ou RNA. Desta forma, os experimentos de gel-shift
utilizam géis de agarose ou poliacrilamida com a finalidade de realizar a separacdo de uma
mistura contendo proteinas ligadas a DNA ou RNA, mostrando a formagao destes complexos

macromoleculares pelas diferengas de tamanho apresentadas.
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Os ensaios de deslocamento de mobilidade eletroforética qualitativa foram realizados
monitorando moléculas de RNAs marcadas com fluoresceina a [I uM] e aumentando a
concentragdo de SelB, em concentragdo saturante de GTP [100 pM], em razdes
estequiométricas (1:0,5; 1:1 e 1:2). Foram preparados complexos SelB.GTP em tRNAS,
SECIS e tRNA>/SECIS e a separacdo foi realizada em gel de agarose 2% RNasefee, corado
com 10% de SyBr Safe® (Thermofisher). As amostras foram submetidas & tenséo de 80 V,
com corrente de 400 mA por 120 min a 4 °C e os resultados foram observados utilizando o
fotodocumentador Gel DocTM XR + Gel (BioRad) utilizando comprimento de onda de 470

nm.

3.7  Analise da estabilidade térmica por calorimetria de varredura diferencial (DSC)

dos complexos envolvendo SelB

A formacéo dos complexos proteina-RNA foi confirmada através de experimentos de
DSC sob mesmas condicdes descritas anteriormente na secdo 3.6.1.3. Concentrages fixas de
14 pM tRNAS®, 12 uM SECIS, 14 pM tRNA? e 7 uM SelB foram utilizadas nas analises
dos complexos binério (SelB.tRNA®®), ternarios (SelB.GTP.tRNA>* e SelB.GTP.SECIS) e
quartenario (SelB.GTP.tRNA>®.SECIS). Os parametros termodinamicos foram obtidos pelas
andlises utilizando o software MicrocalOrigin e esses resultados corroboram com as analises

de formacdo de complexos macromoleculares estaveis.
3.8 Mapeamento da superficie de interacdo de SelB por troca hidrogénio/deutério

A dindmica de uma proteina ndo é algo trivial de ser analisada, ainda mais com a
interacdo com outras macromoléculas. Uma possibilidade para o monitoramento desses
movimentos em solucdo e a determinacdo de regides de interacdo entre o complexo ligante-
receptor, é a troca isotropica dos hidrogénios presentes nas amidas da cadeia principal (desde
que expostas ao solvente), por deutério (Troca HDX) acoplada com a espectrometria de
massas (HDX-MS). Cada deutério incorporado resulta no aumento da massa, deslocando os
picos encontrados no comparativo com 0s picos ndo submetidos a troca HDX. Com isso, 0s
deslocamentos dos picos em valores referentes a nimeros inteiros de massa identificam a
quantidade de deutérios incorporados. Pelo assinalamento da sequéncia realizado de maneira
prévia e digestdo tedrica, é possivel determinar os percentuais de incorporagio.™*

Essa metodologia permite a determinacdo das interfaces de contato entre complexos
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macromoleculares mesmo na auséncia de um modelo estrutural tridimensional. A figura 21
exemplifica as etapas experimentais e as condigdes Otimas para o preparo da amostra

contrastada.
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Figura 21 — Esquema representativo dos ensaios de HDX. (A) Modelo ilustrando a incorporacdo de
deutério nas amidas das regides expostas ao solvente e a visualizagdo ap0s a protedlise. (B)
Peptideo ilustrando os atomos que o compdle, em destaque em amarelo, os hidrogénios
amidicos da cadeia principal passiveis de sofrerem a troca por deutério. (C) e (D) Gréafico
evidenciando o melhor processo de incorporacdo quando a amostra esté sujeita a pH 2,5 e
baixas temperaturas, respectivamente.

Fonte: Adaptada de SERRAO.'™

As andlises de HDX-MS foram realizadas em colaboragcdo com o Prof. Dr. Mario
Sérgio Palma e o Dra. Bibiana Monson de Souza, ambos do Centro de Estudos de Insetos
Sociais (CEIS) do Instituto de Biociéncias da UNESP — Rio Claro e foi utilizado protocolo
semelhante ao estabelecido em estudos anteriores.®***

Foram empregados diferentes tempos de incorporacdo de deutério de acordo com o
complexo analisado (SelB.GTP: 5 e 30 minutos — SelB.GTPtRNA": 30 minutos —
SelB.GTPtRNA.SECIS: 30 minutos de troca HDX). As amostras: SelB.GTP;
SelB.GTPtRNA* e SelB.GTP.tRNA.SECIS foram preparadas em tampdo 100 mM fosfato
de potéssio pH 7,0 com adicdo de 100 pM GTP e 10 pM de cada RNA (tRNA>* e SECIS) em
10 pM de SelB. Apos incubagdo por 20 minutos a 25 °C, as amostras foram diluidas em 75%
de D,0O nos tempos acima indicados e, para cada ponto de analise, foram retiradas aliquotas
de 70 uL de amostra e imediatamente adicionada a 60 uL de tampé&o 20 mM de fosfato de
sodio pH 2,5 com &cido formico acrescido para minimizar o tempo de destroca.

Posteriormente, utilizou-se [0,038 mg/mL] de pepsina (Sigma-Aldrich) por 10 min em
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gelo para realizacdo da protedlise antes da injegdo no equipamento de andlise dos peptideos
resultantes. A realizacéo desses procedimentos & baixa temperatura e pH minimizam os efeitos
de destroca, embora ndo afetem a atividade da pepsina. Também foram realizadas anélises
com as amostras sem o procedimento de troca HDX, utilizando-as como referéncias dos
peptideos obtidos. Assim, torna-se possivel a determinacdo da taxa de incorporacdo de
deutério para cada peptideo gerado, considerando tanto o nimero absoluto de deutérios como
em percentual relativos as possibilidades de incorporacdo. Além disso, a autoclivagem da
pepsina foi monitorada através do preparo seguindo 0 mesmo protocolo e posterior subtracéo
do espectro antes de iniciar as analises comparativas.

Por fim, as amostras foram injetadas em espectrometro de massas por meio de uma
fonte de electrospray (ESI) a 240 pL/h em um espectrometro micrOTOF-QII (Bruker
Daltonics). Os resultados foram analisados utilizando o software DataAnalysis 4.3 (Bruker) e
0 assinalamento dos picos referentes a relacdo massa/carga dos peptideos foi realizado
comparando-se com as massas tedricas preditas pelo servidor PeptideCutter — Expasy.
Posteriormente, calculou-se a taxa de incorporacao de deutério de cada peptideo identificado.
Os resultados foram observados através de um heat map na estrutura primaria e no modelo

tridimensional obtido por homologia através do software Pymol 1.3 (Schrddinger, LLC).

3.9  Mudangas conformacionais de SelB medidas por espectroscopia de infra-

vermelho

A metodologia de espectroscopia de infravermelho acoplada a transformada de
Fourier (FTIR) fornece informacdes sobre o conteldo de estruturas secundarias das amostras
proteicas, analogamente ao observado durante um experimento de dicroismo circular. O FTIR
consiste na absorcdo de radiacdo na regido do infravermelho e, para peptideos, sdo presentes
as bandas de absor¢do denominadas Amida | e Amida Il, provenientes das ligages amida
entre os aminoacidos. 2%

A absor¢édo associada a banda da Amida | € decorrente do alongamento vibracional da
ligacdo C=0 e a banda da Amida Il é relacionada com a flexdo vibracional da ligacdo N-H e
ambas as ligagOes sdo intrinsecamente correlacionadas com estruturas secundarias presentes
na amostra. Importante ressaltar que os valores das bandas das Amidas | e 11 estdo localizados
na regido entre 1600-1700 cm™, distante de outras bandas de absorc&o de amostras biolégicas,
como RNAs e DNAs por exemplo. Devido a isso, as analises de mudangas conformacionais

dos complexos envolvendo proteinas-RNAs séo usualmente realizadas atraves de medidas de
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FTIR e ndo por CD, uma vez que os RNAs interferem diretamente nos espectros de CD, fato
esse que ndo ocorre em espectros de infravermelho (IR) uma vez que as bandas de absorcao
séo distantes.

Apols a medida do espectro de IR, a regido da banda da Amida | passa por uma
deconvolugdo e é ajustada por gaussianas caracteristicas para cada estrutura secundéria e
assim € possivel quantificar o percentual desses elementos estruturais para cada amostra
[Figura 22].

Os experimentos foram realizados no Departamento de Fisica da UNESP — S&o José
do Rio Preto, em colaboragdo com o Prof. Dr. Marinénio Cornélio. Utilizando o
espectrometro Spectrum Two-IR (PerkinElmer) equipado com um detector DTGS KBr foram
coletados 10 acumulagdes durante 300 s com resolucéo de 2 cm™ numa varredura de 4000-
400 cm™ & 25 °C.

As amostras SelB.GTP; SelB.GTPtRNA®® e SelB.GTPRNASC.SECIS foram
preparadas em tampdo E utilizando 10 uM SelB; 12 uM para os RNAs e 100 uM GTP e o0s
espectros foram adquiridos em solucdo através da aplicacdo direta de 10 puL sobre a janela de
deteccdo. Para o processamento dos dados foi utilizado o programa Origin 8.0 e consistiram
em isolar as bandas das Amidas | e Il (regido entre 1600-1700 cm™) utilizando operador
derivada por duas vezes, determinando os maximos de picos em regides com estruturas
secundarias conhecidas e previamente conhecidas. O pico resultante da segunda derivada é
entdo deconvoluido utilizando ajuste por curvas gaussianas nesse intervalo descrito.

Para os complexos envolvendo os RNAs, o espectro de diferenca foi aplicado para a
quantificacdo dos valores de mudancas de estruturas secundarias, de modo que:

1) SelB.GTPtRNA** subtraido de SelB.GTP, revela a variacdo de estruturas secundarias
de SelB ap6s a interacdo com o tRNA™®;

2) SelB.GTP.tRNAS*.SECIS subtraido de SelB.GTP.tRNA®®, a variacdo de estruturas
secundarias de SelB ap0s a interacdo com SECIS;

3) SelB.GTP.SECIS subtraido de SelB.GTP, a variacéo de estruturas secundarias de SelB

apos a interacdo com SECIS.
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Figura 22 — Esquema representativo do experimento de FTIR. (A) Modos vibracionais das Amidas | e II,
regides de estiramento das ligacdes C=0 e N-H presentes nas ligacdes peptidicas. (B) Bandas de
absorcdo das Amidas | e Il em funcdo do nimero de onda da radiacdo incidente. O
processamento a partir das bandas observadas revela caracteristicas fundamentais com relacéo
aos percentuais de estruturacdo secundaria presentes nas amostras.

Fonte: Adaptada de SERRAO.'*

3.10 Analises estruturais dos complexos

No principio desse projeto, os dados de SelB de qualquer organismo eram
extremamente escassos, tendo somente informagdes de modelagem comparativa,®® estudos
estruturais de construcdes truncadas’’ e estrutura cristalografica de SelB de arquéias.’®® Deste
modo, informacgdes estruturais como modelagem comparativa de SelB de E. coli e resultados
estruturais, mesmo que a baixa resolucdo, faziam-se essenciais para a compreensdo dessa
macromolécula além dos complexos macromoleculares da via de biossintese de Sec. Assim,
estudos estruturais foram empregados através de ensaios de espalhamento de raios-X a baixo
angulo (SAXS), tentativas de cristalizagdo e estudos por microscopia eletronica de

transmissdo (TEM).
3.10.1 Modelos a baixa resolucéo de SelB e seus complexos

O estudo de molécula em soluc¢do utilizando radiacdo ionizante, raios-X, é baseado em
medidas de espalhamento de raios-X a baixo angulo (SAXS). Essa técnica consiste na
utilizacdo de um feixe monocromatico de raios-X sendo projetado na amostra em solucdo e
deteccdo do espalhamento elastico gerado pelas particulas em solugdo em orientacdo
randémica devido ao movimento browniano.'** Por ser uma medida de médias em solucéo,
essa metodologia ndo permite informacbes de alta resolu¢cdo em distancias atdmicas, no
entanto, apresenta alta precisdo em informacfes relevantes como tamanho e forma das

particulas.'?®
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Os experimentos de SAXS foram coletados na linha de luz SAXS1 no Laboratério
Nacional de Luz Sincrotron (LNLS/CNPEM - Campinas, Brasil) em colaboragéo com o Prof.
Dr. Mario de Oliveira Neto (Instituto de Biociéncias da UNESP/Botucatu) e o aluno de
mestrado Adriano de Freitas Fernandes. Foi utilizada a linha ajustada com a energia em (8,0 +
0,1) keV, tamanho do feixe de (1,5 x 1) mm? e A = 1,488 A a uma distancia de 1,033 mm entre
o0 porta amostra (PALMI, mica — 300 pL a 25 °C) ao detector Pilatus-2D 300K (Dectris).

Os complexos SelB.GTP, SelB.GTPtRNA>® e SelB.GTP.tRNAS*.SECIS foram
preparados em tampdo E e em concentracdes finais de 32 uM e 15 pM de proteina.
Concentracdo equimolar dos RNAs em condicGes saturantes de GTP [100 uM] foi adicionada
as amostras. Além disso, foram coletados dados do tRNA>* utilizando [12 uM] em mesmas
condigdes experimentais.

O padréo de espalhamento das amostras foi obtido através da média de 3 scans de 30 s
de exposicdo cada e apds subtracdo do padrdo de espalhamento do tampdo realizado em
mesmas condi¢des experimentais. Esse procedimento e normalizacdo das curvas pela
intensidade do feixe de raios-X foram realizados no programa FIT2D.**

As curvas foram entdo processadas utilizando o pacote para o processamento de dados
de SAXS, ATSAS 2.7.2,'*® possibilitando o tratamento das curvas de espalhamento
experimental (PRIMUS) e obtencdo das curvas de espalhamento tedricas (CRYSOL). A
aproximacéo de Guinier e funcédo de distribuicdo do par de distancias, p(r), foram calculadas
pelo programa GNOM™? e a massa foi inferida pelo servidor online SAXSMoW* para o
calculo do grafico de Kratky, importante para a interpretacdo da flexibilidade da molécula em
solucdo (Figura 25-C).* Dada a elevada flexibilidade SelB e seus complexos, uma etapa
adicional ao tratamento foi utilizada para a eliminacdo da flexibilidade intrinseca da molécula
em solucdo. A subtracdo da constante de Porod e nova iteracdo no processamento foram
realizadas para a obtencdo de novas p(r)s e, assim, a obtencao de novos modelos estruturais.

A partir das p(r)s obtidas para cada complexo analisado, foram gerados 10
reconstrucdes independentes para obtencdo de modelos de baixa resolucao ab initio através do
programa DAMMIF.** Posteriormente os modelos estruturais teéricos obtidos (secdo 3.1)
foram ajustados nos envelopes moleculares através do programa SUPCOMB.'*® Os envelopes
de SAXS de SelB e complexos foram analisados no software PyMOL 1.3 (Schrddinger,
LLC).
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3.10.2 Tentativas de cristalizacéo

Estudos estruturais sdo comumente realizados através da técnica de cristalografia de
proteinas por meio da interpretacdo do padrdo de difracdo de raios-X a partir de um
monocristal proteico.’*® Entretanto, o processo de cristalizacdo de macromoléculas néo é
trivial e depende de trés passos candnicos: nucleagdo, crescimento e estabilizacdo do
crescimento (Figura 23-A). O processo deve ocorrer de maneira ordenada, devendo-se evitar
que durante o processo de diminuicdo da solubilidade da amostra, esta ndo precipite ao invés
de cristalizar. As interacOes solvente-soluto e as interagdes intramoleculares estdo diretamente
relacionadas com a estabilidade do processo de cristalizacdo de macromoléculas bioldgicas
por meio de parametros como: temperatura, pH, concentragdo salina, hidrofobicidade do meio
aquoso e presenca de solvente organicos.**

Muitas sdo as técnicas utilizadas na cristalizacdo de macromoléculas, sendo 0 mais
frequente, as técnicas de difusdo de vapor, em que a solucdo proteica fica suspensa em uma
laminula (hanging drop) ou repousada sobre um poco (sitting drop), representadas na Figura
23. A diferenca entre a concentracdo de soluto entre a gota e o reservatorio de solucao
cristalizante direciona esse sistema, devido a diferenca de potencial quimico, até atingir um
equilibrio de concentracGes entre a gota e a solugdo do reservatorio, através da difusdo da fase
de vapor da solugdo menos concentrada, a gota, para a mais concentrada, o reservatorio. Esse
equilibrio varia de algumas horas até varios dias ou meses dependendo da constituicdo da

solucdo do reservatorio e das caracteristicas fisico-quimicas da molécula em analise.**®
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Figura 23 - Metodologia de cristalizacdo de macromoléculas bioldgicas. (A) llustracdo do processo que
correlaciona a concentragcdo de agente precipitante e a solubilidade da macromolécula em
solugdo, ilustrando as trés diferentes etapas do processo de cristalizagdo. (B) Mecanismo
ilustrativo usando método sitting drop, ou gota sentada, mostrando a variagdo do tamanho da
gota e, consequentemente, aumentando a concentracdo das moléculas ali presentes. Além disso,
ilustracdes distinguindo os métodos de gota sentada e gota suspensa, 0S quais possuem 0S
mesmos processos fisico-quimicos.

Fonte: Adaptada de SERRAO.'*
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Os ensaios de cristalizacdo partiram de uma triagem inicial utilizando o sistema
automatizado HoneyBee 963 (DigiLab) com os kits de cristalizagdo comerciais: Crystal
Screen HT e Index HT da empresa HAMPTON RESEARCH, e JCSG-plus HT-96 e MIDAS
da empresa Molecular Dimensions, utilizando micro gotas de 0,2 uL de amostra e mesmo
volume de solugdo do poco em placas de 96 ensaios simultdneos no método de sitting drop.
Para os testes iniciais de cristalizacdo, amostras de SelB em complexo com GTP e 0s RNASs
foram preparadas & 29 UM e em concentragdo equimolar de tRNA>® e SECIS, em tampéo E
com excesso de GTP (100 uM). As imagens dos cristais foram coletadas utilizando um
estereo-microscépio Discovery.V20 acoplado a uma céamera AxioCam MRc-5 (Zeiss) e
software integrado.

3.10.3 Estudos por microscopia eletrénica de transmissdo (TEM)

Modelos estruturais sdo comumente atribuidos somente as estruturas obtidas por
cristalografia de proteinas ou por ressonancia magnética nuclear. No entanto, essas técnicas
apresentam limitacGes importantes em relacdo a elevada concentracdo da amostra,
necessidade de cristalizabilidade e tamanho da macromolécula. Atualmente, a microscopia
eletronica de transmissdo vem sendo amplamente empregada para analises de
macromoléculas bioldgicas em carater estrutural, possibilitando a obtencdo de modelos
estruturais nativos, utilizando concentragdo inferior as demais técnicas estruturais e com alta
resolucdo apds o advento das cdmeras de deteccdo direta de elétrons (DD). Obviamente, essa
metodologia ainda apresenta limitagfes tais como tamanho da amostra e necessidade de
minimizacdo de alguns componentes dos tampdes, por exemplo. Apesar disso, esta técnica
apresentou grande avango nos Gltimos 4 anos.**" 4

Em uma descricao breve da técnica, um feixe de elétrons é produzido por uma fonte de
alta tensdo, usualmente, emissdo termo-idnica pelo aquecimento de um filamento de
hexaboreto de lanténio (LaBg) ou tungsténio. Porém, microscopios eletronicos de alta
resolucédo fazem uso de fontes de emissdo do tipo FEG (field emission gun), produzindo um
feixe mais coerente, com menor didmetro e até trés vezes mais intenso (brilho, e/A?),
podendo-se relacionar um comprimento de onda (A) associado a tensdo utilizada (equagdo 11).

Da mesma forma que um conjunto de lentes em um microscéopio Optico possibilita a
focalizacdo do feixe na amostra, bobinas produzem campos magnéticos para colimar o feixe
de elétrons sobre a area de andlise. Apesar de ser um sistema magneto-Optico, ndo € inerte a

efeitos como aberragOes esféricas ou aberracdo da onda, inerentes ao sistema de lentes
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magnéticas e ao feixe formado no microscoépio.
A passagem do feixe através da amostra produz uma imagem de proje¢do em um
anteparo, que pode ser uma tela fosforescente e aquisi¢cdo em filme fotografico: uma camera

CCD e aquisigdo digital ou, como ja mencionado, cameras de deteccéo direta.**’ %

h 12.3
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Onde, A é o comprimento de onda de de Broglie para o elétron, me sua massa de

(8)

repouso v sua velocidade e @ a tenséo a qual é submetida.

A analise de amostras bioldgicas prové imagens formadas atraves do contraste de fase.
O elétron, apesar de ser tratado como uma particula no aspecto da fisica classica, pode ser
considerado como uma onda eletrdnica pelo principio da dualidade onda-particula.**® Essa
onda sofre deslocamento de fase em func¢éo da interagdo com a particula bioldgica em analise,
ocasionando interacBes destrutivas e construtivas no plano da imagem formada. A Figura 24
ilustra os componentes basicos de um microscopio eletrdnico e mostra um exemplo de
imagem de transmissao bidimensional que néo reflete diretamente o objeto tridimensional que
a gerou.

Amostras bioldgicas para analise de particula isolada (single particle analysis) podem
ser preparadas utilizando dois métodos: recobrimento com sal metalico resultando em um
contraste negativo da amostra em relacdo a cobertura (negative stain) ou rapido congelamento
em gelo vitreo (cryo-sample preparation).'*

A metodologia de contraste negativo consiste no preparo da grade com deposicao de
um sal metalico sobre a amostra, criando contraste na observacdo da macromolécula. Para
essa metodologia de preparo, usualmente ndo é necessaria a correcdo da funcdo de
transferéncia de contraste (CTF), uma vez que o contraste do sal metalico é suficiente para
determinacéo das baixas frequéncias (espacgo reciproco, ou, espaco de Fourier). Logo, permite
que as particulas sejam reconhecidas facilmente com o contrabalanco de perdas excessivas
das altas frequéncias, o que ndo permite a obtencdo de modelos de alta resolugéo a partir de

dados coletados utilizando esse tipo de preparo de amostra.
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Figura 24 - Esquemas representativos sobre microscopia eletronica. (A) Representacdo de um microscopio
eletrbnico com seu sistema magneto-optico. (B) Exemplo de modelo de imagem de transmissao.
A imagem observada no anteparo néo revela, em sua totalidade, o objeto que a gerou.

Fonte: Adaptada de SERRAQ.'™

Em contrapartida, o preparo criogénico é realizado através da deposi¢do da amostra
em “buracos” contidos na grade de carbono e, apos a retirada do excesso, a grade ¢ congelada
em etano liquefeito na presenca de nitrogénio liquido. O uso do etano se da pelo fato de seu
calor especifico ser maior que o do nitrogénio liquido (38,332 x 0,25 J/K) evitando assim a
formacédo de gelo cristalino e favorecendo a formacdo de gelo vitreo, condicdo fundamental
para que haja constraste entre as particulas congeladas e 0 meio que as circunda, em geral,

tampdo. A figura 25 ilustra a comparacao entre os preparos de amostras para analises por meio

de TEM.
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Figura 25 — Comparativo entre preparos de amostras para TEM. (A) Esquema apresentando a sequéncia
de eventos no preparo de amostras para microscopia eletrénica de transmissdo utilizando
Negative Stain e congelamento em gelo vitreo. (B) Comparacdo dos preparos de amostras
evidenciando diferencas entre as duas metodologias utilizadas. (C) Comparativo entre uma
particula em meio ao sal metalico e em gelo vitreo.

Fonte: Adaptada de SERRAQ.'*

3.10.3.1 Complexos de interacdo com ribossomo preparados por contraste negativo (NS-
EM)

Em continuidade ao projeto de mestrado iniciado em 2011 e em colaboragdo com os
Drs. Rodrigo Villares Portugal e Jefferson Bettini, ambos do Laboratério Nacional de
Nanotecnologia (LNNano-CNPEM), o preparo das amostras de SelA e SelA-tRNA*® foram
realizadas e geraram um conjunto de dados de 7388 particulas na orientagdo de vista superior
(top view) e 194 particulas em vista lateral (side view). Os resultados foram classificados em
700 classes usando somente as 3 primeiras eigenimages do conjunto de “top views”. As

analises das classums e eigenimages obtidas foram fundamentais para a determinacdo da
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razdo estequiométrica do complexo SelA-tRNA**, bem como a confirmacéo da morfologia da
molécula semelhante aos dados da literatura.*>*®

Para as anélises do complexo ternario SelAtRNA*.SelD, a amostra foi preparada de
maneira andloga ao apresentado acima, porém, nao foi possivel a realizacdo de uma coleta de
dados nem a visualizacdo desse complexo para esse tipo de preparo de amostra, sendo
aplicado entdo o preparo em gelo vitreo como discutido na se¢ao subsequente.

No entanto, o preparo de NS-EM foi utilizando também para as grades dos complexos
nos quais SelB é participante. Os complexos de interacdo junto ao ribossomo foram
preparados seguindo protocolo semelhante ao descrito na literatura para preparo de complexos
macromoleculares junto ao ribossomo e EFs.®? Para isto, 1 pM de tRNA>® foi previamente
incubado com SelB na mesma concentracdo e em condi¢bes saturantes de GTP [100 uM].
Entdo 0,75 uM de ribossomo de E. coli (NEB), previamente preparados a 13,3 UM em tampao
E, foram acrescidos e incubados a 25 °C por 10 min. O mesmo procedimento foi realizado
para a formagdo dos complexos ribossomo.SelB.GTP; ribossomo.SelB.GTP.SECIS e
ribossomo.SelB.GTP.tRNA>*.SECIS. Os RNAs foram utilizados em concentracdo equimolar
a SelB e previamente preparados em tampé&o E antes de adicionar o complexo ribossomal.

Uma vez preparados os complexos, uma aliquota de 3 pL foi depositada por 30 s em
uma grade C-flat 400-mesh utilizando carga neutra. Apés essa etapa, 0 excesso de amostra foi
retirado utilizando papel filtro e a grade foi lavada com tamp&o Hepes 10 mM pH 7,0 para a
retirada das particulas ndo interagentes com o carbono e excesso de sais presentes no tampéo
da amostra. Por fim, 3 puL de acetato de uranila 2% foi utilizado para o recobrimento da
amostra por 1 min e posteriormente secado com a utilizacéo de papel filtro por 5 min ao ar em
temperatura ambiente.

As imagens foram coletadas em um microscépio eletrénico de transmissdo FEI Tecnai
G%F20 HRTEM single-tilt (Laboratério de Caracterizagdo Estrutural — LCE/DeMa - UFSCar)
operando em 200 kV em uma camera TIA 1 Mp (FEI) de alta resolucdo utilizando 1 s de
exposicdo e -5 um de defocus. Foram coletadas 12 imagens de cada complexo, incluindo
somente o ribossomo preparado nas mesmas condigdes que foram utilizadas como controle.

O processamento foi realizado utilizando o pacote IMAGIC 4D ***, onde um total de
380 particulas para o conjunto de dados de ribossomo foram selecionadas, filtradas,
normalizadas e centradas utilizando as metodologias de processamento. Apos a selecdo das
melhores particulas (120) foi realizada a atribuicdo angular e determinacdo de um modelo
estrutural do ribossomo a baixa resolu¢do. A visualizacdo do complexo foi realizada no

software Chimera 1.9.10*** e os demais complexos estdo sendo processados para a realizac&o
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de um mapa de diferenga junto ao ribossomo e comparagdo com os dados recentemente

publicados de anlise de particula isolada por Cryo-EM."

3.10.3.2 Complexos transientes preparados em gelo vitreo (Cryo-EM)

A caracterizacdo bioquimica das interagdes envolvendo SelA com o tRNA®® foram
elucidadas em colaboragcdo com o Dr. Rodrigo Villares Portugal e a equipe do Grupo de Crio
Microscopia Eletronica (CME) vinculado ao Laboratério de Microscopia Eletronica do
LNNano-CNPEM.**  Além disso, resultados preliminares indicavam a formacdo do
complexo ternério e transiente SelA.tRNA®*.SelD.*® Por conta disso, decidiu-se que esse
complexo seria caracterizado estruturalmente através da técnica de crio-microscopia
eletrnica de transmissdo (Cryo-EM). Essa etapa do projeto teve a orientacdo do Prof. Dr.
Marin van Heel juntamente com o Dr. Pavel Afanasyev (Netherland Centre of Electron
Nanoscopy na Universiteit Leiden - NeCEN-LU, Holanda).

As amostras foram preparadas seguindo protocolo previamente descrito,% 100104
onde SelAgecamero foi purificada e diluida para 20 uM em tampédo 20 mM KPB pH 7,5 para o
preparo das grades de microscopia. O tRNA®® foi entdo incubado & 20 uM tRNA>* em 10
MM de SelAmonémero POr 15 min & 25 °C em 20 mM KPB pH 7,5. Por fim, o complexo ternario
(SelA.tRNA3* SelD) foi montado pela incubagdo de 10 pM de Sel A.tRNA%* com 12 pM de
SelD durante 15 minutos a 25 °C em tampdo 20 mM KPB pH 7,5 adicionado de 100 mM
NaCl, 10 % glicerol e 2 mM B-mercaptoetanol. A estequiometria de formacdo do complexo
conhecida é 1SelAgecamero: 1I0tRNA:55elDgimero.

As grades foram preparadas no Laboratério Nacional de Nanotecnologia (LNNano-
CNPEM, Campinas) pelo Dr. Alexandre Cassago e com a supervisdo do Dr. Rodrigo Villares
Portugal. Foram utilizadas grades C-Flat (R2/2 400 mesh), negativamente carregadas e o
equipamento Glow-Discharger (Pelco) operando a 15 mA durante 25 s. Cerca de 3 L de cada
amostra foram utilizados para o preparo das grades com o uso do equipamento Vitrobot Mark
IV (FEI) a 100% de umidade a 22 °C. O excesso de amostra das grades foi retirado por
contato de 3 s com papel filtro 597 e contato entre as pas variando de -10 e -5. Imediatamente
antes do preparo da amostra, o0 complexo ternario foi diluido em tamp&o 20 mM KPB pH 7,5
até uma concentracdo final de 9,3 UM de tal maneira que a concentragdo final de glicerol
ficasse em torno de 0,6%. As amostras foram entdo estocadas em nitrogénio liquido e
enviadas para 0 NeCEN-LU em dewar seco para a aquisi¢cdo de dados.

A aquisicdo de dados do complexo ternario foi realizada no microscopio Titan Krios
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(FEI) operando a 300 kV, sem correcdo de aberracdo esférica (Cs corrector), equipado com
um detector direto 4Kx4K (16Mp) Falcon-2. Foram coletados 7 frames por regido de
exposicao sendo 6 regides por hole como ilustrado na Figura 26, e 5 regides expostas as quais
foram coletadas com um defocus de aproximadamente -1,5 um (roxo) e uma regido com
defocus de aproximadamente -3,5 um (verde). As imagens de baixo defocus (~ 1,5 pm) séo
aquelas de maior resolugdo, ou seja, as que levam o0s conjuntos de dados ao maior
detalhamento atdmico, enquanto que as imagens de alto defocus (~ 3,5 um) séo aquelas que
ndo possuem informacdo de alta resolucéo, porém, possuem melhor contraste, o que facilita a
visualizagdo das particulas e o processamento de dados inicial. A Tabela 3 contém os
parametros utilizados na aquisi¢ao de dados.

Tabela 3 - Parametros da coleta de dados do complexo ternario Sel A.tRNA*.SelD.

A Voltagem Abeltrz_i(;ao P'.X el Dose Astigmatismo Defocus Abertura Distancia
mostra (V) esférica Size (eIAs) A) (um) da focal
(nm) (A H objetiva  (mm)
SelACD 300 27 104 5060 03000 o 100 34

Fonte: Elaborada pelo autor.

Os frames foram coletados com a participacdo do especialista Dr. Roman Koning
(Leiden University Medical Center — LUMC) utilizando os programas Atlas (FEI), para
mapear as regides da grade a serem coletadas, e EPU for Life Sciences (FEI), utilizado para
aquisicdo automatica dos dados. Os conjuntos de dados coletados (~ 300 GB) em formato
.mrc (FEI_EPU) foram agrupados em um unico arquivo e convertidos para arquivos IMAGIC
(.img) para dar sequéncia ao processamento de dados.

Inicialmente foi necesséria a realizacdo do processo denominado “a posteriori camera
correction”.*®? Os frames foram selecionados através dos critérios de densidade média (541,
618) e valores de desvio padrdo (65,3; 68,7), procedendo-se com a corre¢do da cAmera. Esta
etapa € utilizada para correcdo de imperfeicdes do detector que sdo recorrentes em todos 0s

frames coletados.*?
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Figura 26 — Esquema de uma grade de microscopia: A grade de aproximadamente 3 mm possui cerca de 400
quadrados de aproximadamente 60 um onde cada um possui indmeros buracos de 1 um onde é
formado um filme fino de solugdo contendo a amostra de interesse. Abaixo, 0 esquema de como
foram realizadas as coletas de dados, onde em um Unico buraco sdo coletadas 6 diferentes
imagens de 7 frames cada uma. As imagens coletadas nas regides em roxo foram em baixos
valores de defocus (~ -1,5 pm), ou seja, coleta de alta resolugdo. Enquanto que a regido
representada em verde foi coletada em alto defocus (~ -3,5 pm), o que ndo leva a altas resolugdes
favorecendo o processamento dos dados.

Fonte: Elaborada pelo autor.

Uma vez corrigidas as imperfeicbes da camera, foi necessario alinhar os frames
pertencentes a cada movie. Durante a aquisicdo de dados, s&o induzidos movimentos na
amostra devido a sua interacdo com o feixe de elétrons. Dessa forma, os frames adquiridos
possuem deslocamentos na ordem de angstrons que interferem diretamente na resolucéo do
conjunto de dados. Portanto, faz-se necessario um alinhamento dos frames para cada movie,
incrementando a resolucé@o do conjunto de dados.

Os 734 movies equivalem a 5138 frames agrupados a cada 7 frames/movie (aquisi¢cao
dos dados). Para o alinhamento, inicialmente a dimensédo dos frames foi reduzida por um fator
4, resultando em frames de 1024x1024 pixels, através de médias em areas de 4x4 pixels. Esta
operacdo atua como um filtro, melhorando o contraste nos frames, a0 mesmo tempo que
diminui o custo computacional de processamento, pela reducdo do numero de pixels,
facilitando o tratamento das imagens.

Os frames foram submetidos a um filtro de frequéncia do tipo passa-banda limitando
as baixas frequéncias em aproximadamente 40 A e ndo limitando as frequéncias superiores
além de inverter a densidade das imagens, tornando assim as particulas “brancas”.

Posteriormente, o alinhamento de cada 7 frames foi realizado através de deslocamento
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translacional utilizando referéncias criadas pela soma total das imagens. Foram utilizadas 12
referéncias para o alinhamento pela fungdo de correlagdo cruzada (CCF) selecionada
permitindo um deslocamento maximo, em pixels, de 15.

Uma vez obtidas as coordenadas de alinhamento, essas foram equivalentemente
aplicadas para o conjunto de dados néo reduzidos (frames de 4096x4096 pixels) utilizando
modo de operacdo bi linear. Os frames alinhados pelo passo descrito anteriormente, foram
entéo filtrados utilizando um filtro passa-banda, limitando as baixas frequéncias em 30 A, e
tiveram suas transformadas de Fourier (FT) calculadas para a determinacdo da fungdo de
transferéncia de contraste (CTF). O processamento foi inteiramente realizado com o pacote de
programa IMAGIC 4-D*** conforme estratégia detalhada na figura 27-A.

A aquisicdo de dados no microscépio eletrbnico de transmissdo € feita em foco
negativo, ou seja, underfocus. Diversos fatores de operacdo do microscopio, inclusive o valor
do defocus utilizado, interferem diretamente no contraste da imagem, alterando a funcéo de
transferéncia de contraste (CTF), que reflete a mudanca de fase do feixe de elétrons difratado
com relacéo ao feixe direto. Essa funcdo é mapeada no espaco reciproco (espaco de Fourier
ou espaco de frequéncias) sendo oscilante e decrescente (Figura 27-B) e podendo ser obtida
pela transformada de Fourier (FT) da imagem a ser analisada. Usualmente, no inicio do
processamento de dados obtidos por microscopia eletronica, as imagens adquiridas precisam
ser corrigidas com relacdo a CTF.
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Figura 27 — Processamento de dados de TEM (A) Esquema da sequéncia de eventos da coleta e
processamento de experimentos de microscopia eletrdnica de transmissdo. Os passos Sdo
iterativos e apresentam uma sequéncia previamente definida. (B) Esquema da funcgdo
transferéncia de contraste. No espaco de frequéncias (espaco de Fourier ou espaco reciproco)
a CTF é uma funcdo que oscila e decresce até o limite de resolucdo dos dados coletados. Por
possuir zeros e valores negativos, se faz necessario a correcdo da funcédo e flipagem das fases
nos dados a serem processados.

Fonte: Adaptada de HEEL.**°

Os frames filtrados foram submetidos a FT e agrupados em movies (7 frames/movie).
Para facilitar a visualizacdo e andlise, o centro da imagem (2048x2048 pixels) foi cortado e
filtrado utilizando um filtro passa baixas frequéncias de 25 A e, posteriormente, reduzidos por
um fator 4 nas suas dimensdes, permitindo assim a melhor visualizagdo dos “Thon Rings”
(oscilacGes da amplitude da FT).

Uma vez obtidos os dados no espaco reciproco, ¢ feita a correcdo das imagens devido
a presencga da CTF. Isso é feito comparando-se a FT da imagem com a CTF teorica, obtida
através dos parametros do microscopio eletronico e da aquisicdo, variando-se os valores de
defocus. Este procedimento foi realizado para cada imagem, utilizando os parametros
conhecidos da coleta de dados (Tabela 3) e uma faixa de defoci entre 8.000 e 50.000 A,
aplicando-se uma mascara no espacgo reciproco entre 0,2 - 0,9 e com um astigmatismo
esperado em torno de 3.000 A.

Com os valores obtidos dos parametros da CTF de cada imagem, foi possivel realizar

a correcdo das mesmas, obtendo-se assim os movies corrigidos para as proximas etapas do
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processamento. Vale ressaltar que muitas vezes ndo é possivel determinar os parametros da
CTF, o que resulta no descarte da imagem. Sendo assim, restou um conjunto de dados de 401
movies para prosseguir com as analises.

Tendo sido corrigida a CTF das imagens, deu-se inicio ao particle picking, ou seja,
reconhecimento das particulas de interesse em meio aos movies coletados. Inicialmente, o
conjunto de dados foi dividido em duas partes, utilizando-se o valor de defocus como critério.
As imagens cujo valor de defocus estavam proximas a -3,5 pum, denominadas high-defocus,
foram separadas (55 imagens) e utilizadas para o inicio do particle picking.

Algumas particulas em diferentes orientacbes foram manualmente selecionadas e
extraidas dos movies e serviram de referéncia para a busca e identificacdo das demais
particulas no conjunto de dados de alto defocus. Foi gerado um conjunto de referéncias onde
cada particula selecionada deu origem a 36 outras, giradas com espacamento de 10°. Este
conjunto de referéncias foi comparado com outras possiveis particulas do conjunto de dados,
utilizando-se 0 méaximo da funcdo de correlacdo cruzada (cross-correlation function, CCF)
para a identificacdo de particulas.

As particulas encontradas foram entéo selecionadas pelos valores de correlacdo com as
referéncias utilizadas e devio padrdo dos valores de intensidades, resultando em um conjunto
de 19.269 particulas que, por sua vez, foram reduzidas por um fator 2 nas suas dimensdes,
para facilitar o processamento de dados e posteriormente filtradas com um filtro passa-banda
de 1 a 15 A. Em sequida, foi aplicada uma méascara circular de raio 0,8 nas particulas, e estas
foram submetidas a classificacdo utilizando a metodologia de MSA (Multivariate Statistical
Analysis).™°

Uma das metodologias para o processamento de dados de analise de particulas
isoladas é a conhecida como MSA, ou andlise estatistica multivariada, onde o conjunto de
dados é representado através de suas componentes principais (analise de componentes
principais - PCA). Dessa forma, obtém-se uma base na qual as particulas podem ser
representadas atraves da combinagéo linear dos seus autovetores (eigenimages). As particulas,
agora representadas como pontos em um espaco hiperdimensional, sdo categorizadas em
classes, de modo a possibilitar a soma de particulas similares, obtendo-se uma imagem média
dessas classes (classums ou class averages).'

A utilizacdo das class averages se faz necessaria pelo baixo contraste sinal das
particulas em relacdo ao ruido presente nas imagens, possibilitando uma melhor visualizacéo
e analise dos dados.

As 10.100 particulas previamente selecionadas foram analisadas por MSA e
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classificadas em 250 classes utilizando as 100 eigenimages obtidas. Dessas class averages
obtidas, aquelas que apresentavam particulas claramente visiveis em diferentes orientaces
foram escolhidas e um total de 25 classums foram utilizadas para gerar um primeiro modelo.

Utilizando as classums selecionadas, um modelo inicial foi gerado através de um
processo de atribuicdo angular que é iniciado com angulos aleatorios e em seguida séo
alterados buscando-se maximizar a semelhanca entre as classums e as reproje¢des do modelo
obtido. Para isso, foi imposta a simetria D5, ou seja, um eixo de ordem 5 perpendicular a
cinco eixos de ordem 2, caracteristica da simetria de um pentamero de dimeros (como a SelA)
cuja a estequiometria com o tRNA>* e SelD é mantida como 0 mencionado anteriormente.

A atribuicdo angular visa criar vinculos entre as classums e atribuindo-se coordenadas
angulares (a, B, y). Essa atribuicdo angular é utilizada para uma reconstru¢do de um modelo
que por sua vez pode ser convertido em um arquivo .mrc e visualizado no software Chimera
1.9.10.*

O resultado obtido é filtrado para se obter um modelo de baixa resolucdo.Reprojecdes
equidistantes de 7 graus desse modelo sdo, entdo, utilizadas como novas referéncias para a
atribuicdo angular. Assim, um novo modelo foi gerado baseado nessa atribuicdo angular
inicial o que possibilitou uma melhor estimativa dos angulos e, consequentemente, melhoria
no modelo estrutural.

Novamente, esse modelo foi filtrado em baixas frequéncias e suas reprojecdes foram
utilizadas novamente como referéncia, mas agora para uma nova etapa de particle picking. O
processamento de dados consiste em um processo iterativo onde em cada ciclo hd uma
melhora no alinhamento e atribuicdo angular das particulas, acarretando em um ganho de
resolucéo.

O novo particle picking resultou em 18.940 particulas ap6s selecdo, que tiveram 0s
mesmo passos de processamento mencionado nas secdes anteriores. Ao final da nova
classificacdo, as particulas pertencentes as melhores classums foram selecionadas e uma nova
classificacdo foi realizada a fim de melhorar as eigenimages e, consequentemente, as
classums. As novas classums tiveram nova atribuicdo angular utilizando os valores
previamente determinado no ciclo anterior, 0 que permitiu uma nova reconstrugdo como o

descrito na se¢éo anterior.
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3.11 Analises de interacdo in vivo

Dada a dificuldade da realizacdo de ensaios in vivo em sistema bacterianos, foram
propostos experimentos de complementacdo funcional para a determinacdo da fungdo do
dominio N-terminal de SelA. Além disso, experimentos de duplo-hibrido dirigido foram
realizados para a determinacdo das interacfes macromoleculares das proteinas pertencentes a

via de biossintese de Sec em E. coli.
3.11.1 Construcéo de truncamentos de selA —amplificacdo e clonagem

A fim de elucidar a importancia do dominio N-terminal de SelA de E. coli, uma
construcdo truncada foi gerada a partir da amplificacdo do gene selA presente no vetor de
expressdo pET29a(+) utilizando os oligonucleotideos mostrados abaixo. O oligonucleotideo
sintetizado retira a hélice a; de SelA, predito pelo alinhamento realizado junto a sequéncia de

SelA de A. aeolicus cuja estrutura cristalografica foi resolvida.”

SelAr - forward 5°— CATATGGCTATTGATCGCTTATTG -3’
SelA -reverse 5°— GCGGCCGCTCATTTCAACAACATCTCC -3

A amplificacdo se deu como o descrito previamente®*%>100-104

e a clonagem foi
realizada novamente em vetor pET29a(+) para que as analises comparativas fossem
realizadas. Posteriormente, as construcdes selA-pET29a(+) (controle positivo), pET29a(+)
fechado (controle negativo) e o truncamento A1-28 selA-pET29a(+) foram transformadas nas
cepas especificas de clonagem (E. coli DH5-a), de expressdo (E. coli WL81460) e de

complementacdo funcional (E. coli JS1).

3.11.2 Ensaios de complementacdo funcional e estado conformacional dos truncamentos
de SelA

Para verificar a importancia funcional do dominio N-terminal de SelA, ensaios de
complementacdo funcional foram realizados de acordo com protocolo previamente
estabelecido em nosso grupo de pesquisa.®® Brevemente, a cepa E. coli JS1 (A\DE3), que ¢
uma cepa bacteriana deficiente no gene selA, foi transformada com a construcdo selA-

pET29a(+) (controle positivo), pET29a(+) fechado (controle negativo) e o truncamento A1-28
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selA-pET29a(+). Essa cepa foi plagueada em meio LB contendo ampicilina [25 pg/mL]
suplementado com 1 mM de selenito de s6dio na presenca de 1 mM de DTT, o que produziu
seleneto. As placas de Petri foram mantidas em condicdes anaerdbicas por 48 horas a 30 °C e,
posteriormente, submetidas ao ensaio de atividade da selenoproteina formato desidrogenase
(FDH H), através da adicdo de 1 mM de benzil-viologénio em Soft-LB &agar, o qual foi
plagueado sobre as colbnias a 28 °C. As placas foram retornadas a condi¢do de anaerobiose
por mais 10 min e, posteriormente, fotografadas.

Paralelamente, a construcdo A1-28 selA-pET29a(+) foi transformada em cepa E. coli
WL81460 (ADE3) para ensaios de expressdo ¢ purificagdo seguindo protocolo idéntico ao
exemplificado na secdo 3.2.1. A verificagdo do estado oligomérico foi realizada por
cromatografia de exclusdo molecular em coluna Superdex 200 (10/300) e eletroforese nativa

utilizando gel comercial 8-25 no sistema PhastSystem (GE).

3.11.3 Ensaios de interacao das proteinas da via de incorporacao de Sec em E. coli por

meio de andlises de Duplo-Hibrido dirigido em S. cerevisae

A técnica de Duplo-Hibrido (DH) em levedura (yeast 2-hybrid system) é comumente
utilizada para a identificacdo de interacdo entre proteinas in vivo.">*™* Por se tratar de um
método extremamente sensivel é utilizado para a identificagdo de dominio ou mesmo residuos
especificos responsaveis pela interacdo.**

Essa metodologia se baseia na estrutura de um fator de transcricdo particular que
possui dois dominios fisicamente separados: o dominio de ligacdo ao DNA (DNA binding
domain, DBD) e o dominio de ativacdo da transcri¢do (Activation domain, AD). O primeiro é
especifico pelo reconhecimento de uma sequéncia promotora que se situa no inicio de um
gene repdrter. Enquanto isso, 0 AD é responsavel por recrutar 0s componentes criticos do
complexo de iniciagéo de transcri¢do (Figura 28).

Nos ensaios de DH dirigido, uma das proteinas de interesse, denominada isca, €
fusionada ao DBD e a outra proteina a ser analisada é fusionada ao AD, denominada presa.
Em caso de interagdo entre isca e presa, um fator de transcricdo funcional completo é
reconstituido e o gene reporter, codificante para f-galactosidase, sera ativado para expressar a
enzima em questdo.™™ Em caso de interacdo, a enzima B-galactosidase expressa degrada o
substrato X-Gal (5-bromo-4-cloro-3-indoxil-p-D-galactopiranosideo) adicionado ao meio de
cultivo celular, o que resulta em 5-bromo-4-cloro-3-indoxil que ao ser exposto ao ar sofre

uma oxidacdo e se dimeriza, formando o corante azul 5,5'-dibromo-4,4'-dicloro-indigo. A
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forga com que ocorre a interacdo e analisada pela intensidade de azul formada ao se submeter
a0 ensaio de DH.
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Figura 28 — Esquema geral da técnica de duplo-hibrido dirigido. (A) Modelo da interacdo da quimera
DBD+isca e ativacdo apds a interacdo AD+presa do gene reporter. (B) Esquema da
organizagdo génica e de interacdo da isca localizada no C-terminal com o promotor. (C) Mapa
do vetor pLexA-C. (D) Mapa do vetor pGAD-424.

Fonte: Elaborada pelo autor.

Os ensaios de DH dirigido da via de biossintese de Sec de E. coli foram escolhidos
para elucidar a interacdo entre as proteinas da via em um sistema in vivo. Além disso, S.
cerevisae, organismo no qual os ensaios foram realizados, possui um tRNAS® predito porém
ndo funcional, o que ndo afetaria as medidas dos eventuais backgrounds nas interac6es
macromoleculares esperadas por ndo apresentar a via de biossintese e incorporacéo de Sec.™
156

Inicialmente, foram desenhados oligonucleotideos, representados abaixo, para a
amplificacdo dos genes codificantes para SerRS, SelA, CsdB, SelD e SelB, ou seja, todas as
proteinas participantes da via de biossintese de Sec em E. coli. Estas amplificagfes foram
posteriormente clonadas nos vetor pLEXA-C (vetor isca), que produz uma quimera fusionada
ao dominio C-terminal do gene isca (“iscatlexA”) onde lexA ¢ o DBD, e o vetor pGAD-424

(vetor presa), que produz uma chimera fusionada a porgdo N-terminal do gene presa
(“AD+presa”).
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I. serRS:
Isca () LEXA-C) — ERs (EcoRI e Sall):
SerRS Isca For EcoRI: 5° GGAATTC ATGCTCGATCCCAATCTGCTGCG 3’
SerRS Isca Rev Sall: 5’ ACGCGTCGACGCCAATATATTCCAGTCCGTTC 3’
Presa (pGAD-424) — ERs (EcoRl e Sall):
SerRS Presa Rev Sall: 5 ACGCGTCGAC GCCAATATATTCCAGTCCGTTC 3°

i, selA:
Isca () LEXA-C) — ERs (EcoRI e Sall):
SelA Isca For EcoRI: 5 GGAATTCATGACAACCGAAACGCGTTCCC 3’
SelA Isca Rev_Sall: 5> ACGCGTCGACTTTCAACAACATCTCCAAAAACCG 3’
Presa (pGAD-424) — ERs (EcoRl e Sall):
SelA Presa_Rev_Sall:5’ ACGCGTCGAC TTTCAACAACATCTCCAAAAACCGS’

iii.  csdB:
Isca (P LEXA-C) — ERs (EcoRI e Pstl):
CsdB _Isca_For EcoRI: 5 GGAATTCATGATTTTTTCCGTCGACAAAGTGCGGG 3’
CsdB _Isca_Rev Pstl: 5 AAAACTGCAGTCCCAGCAAACGGTGAATACG 3°
Presa (pGAD-424) — ERs (EcoRl e Pstl):
CsdB_Presa Rev Pstl: 5 AAAACTGCAG TCCCAGCAAACGGTGAATACG ¥’

iv. selD:
Isca ()LEXA-C) — ERs (EcoRlI e Pstl):
SelD Isca For EcoRI: 5° GGAATTCATGAGCGAGAACTCGATTCG 3’
SelD Isca Rev Pstl: 5 AAAACTGCAGACGAATCTCAACCATGGCACG 3°
Presa (pGAD-424) — ERs (EcoRl e Pstl):
SelD Presa Rev Pstl: 5> AAAACTGCAG ACGAATCTCAACCATGGCACG 3’

v. selB:
Isca ()LEXA-C) — ERs (EcoRlI e Sall):
SelB Isca For EcoRI: 5° GGAATTCATGATTATTGCGACTGCCGGACACG 3’
SelB Isca Rev Sall: 5’ ACGCGTCGACTTTTTCCGGAAATAATAATGCG 3’
Presa (pGAD-424) — ERs (EcoRlI e Sall):
SelB Presa Rev_Sall: 5 ACGCGTCGAC TTTTTCCGGAAATAATAATGCG 3’
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As regides em azul consistem na protecdo desenhada para cada oligonucleotideo, em
vermelho tem-se o0s sitios de clivagem das enzimas de restri¢do especificas (ERS) e em verde
a adicdo de cddon de parada.

Como essa via bioquimica especifica é amplamente estudada no grupo liderado pelo
Prof. Dr. Otavio Thiemann, a amplificacdo dos genes de interesse para clonagem nos vetores
especificos se deram através de PCR utilizando procedimento semelhante ao descrito na
Secdo 3.3.1 e os experimentos de biologia molecular foram realizados em colaboracdo com a
aluna Jéssica Fernandes Scortecci.

A PCR se iniciou com o aquecimento a 94 °C por 90 s para a completa
desestabilizacdo de eventuais elementos de estrutura secundéria, os ciclos posteriores
consistem em um passo de incubacdo a 94 °C por 30 s seguido de anelamento a 55 °C por 45
s e, por fim, um passo de elongacdo a 72 °C por 45 s. Repetido esse ciclo por 35 vezes, a
amostra foi entdo incubada a 4 °C para preservacéo e posterior utilizagdo. Foram utilizados os
DNAs plasmidiais codificantes para cada uma das proteinas de interesse como DNA molde
para a PCR: serRS-pJET1.2, selA-pET29a(+), csdB-pUC118, selD-pET28a(+) e selB-pT7-6,
gentilmente doados por Adriano de Freitas Fernandes (IFSC/USP), Dra. Livia Regina
Manzine (IFSC/USP), Prof. Dr. Hisaaki Mihara (Tokyo University, Japao) Jéssica Fernandes
Scortecci (IFSC/USP) e Profa. Dra. Marina Rodnina (Max Planck Institute, Alemanha),
respectivamente.

Apds a amplificacdo, o resultado da reacdo foi submetido a purificacdo através de
eletroforese em gel de agarose 1% contendo SYBR® Safe a 90 V, 400 mA, 50 min. O
resultado foi observado em transluminador a 470 nm e os fragmentos de interesse foram
recuperados utilizando o kit comercial Wizard® SV Gel (Promega). As quantificacdes foram
realizadas utilizando o espectrofotdmetro Nanodrop 2000 (Thermo Scientific) no modo
DNASO0 co agua mili-Q autoclavada como referéncia.

Todas as construgdes foram entdo clonadas em vetor de propagagdo comercial
pJET1.2/blunt (Thermo Fisher Scientific). Para essa reagdo foram utilizados 3,0 pL do
recuperado do gel de agarose 1%, 1,0 uL do vetor de propagacdo, 1,0 pL da enzima T4 DNA-
ligase e 5,0 pL do seu tampao (Rapid Ligation Buffer 2x) deixando incubar overnight a 16 °C.

Ap0s esta etapa, foi realizado o processo de transformacao em células de propagacao
competentes de E. coli DH5-a. Um volume de 100 uL da suspensdo bacteriana foi adicionado
a reacdo de ligacdo e a mistura foi incubada no gelo por 30 min. Em seguida, foi realizada
incubacdo em temperatura ambiente por 2 min. Aproximadamente 0,85 mL de meio LB

liquido foi adicionado a mistura, seguido de incubacdo durante 1 hora a 37 °C sob agitacéo.



132

Ap0s esse periodo, a cultura foi centrifugada por 60 s, o sedimento foi ressuspendido em 100
puL de LB liquido e a mistura foi plaqueada em meio seletivo (Agar LB suplementado com
ampicilina 200 ug/mL) e incubado a 37 °C por 16 h.

As coldnias resultantes foram colocadas em meio LB liquido acrescido de ampicilina
[200 pg/mL] por 16 h sob agitagdo e, posteriormente, tiveram seus DNAs plasmidiais
extraidos através do kit comercial Fast-n-Easy Plasmid Mini-Prep Kit (Cellco). Apos
quantificacdo, aproximadamente 2 pug de DNA plasmidial foram digeridos pelas ERs fast-
digest (Fermentas) por 2 h a 37 °C. As digestdes foram confirmadas por eletroforese em gel
de agarose 1% e o fragmento contendo o tamanho do inserto desejado e digerido foi
recuperado do gel de agarose utilizando mesmo protocolo descrito acima.

Por fim, os insertos foram ligados aos vetores pLEXA-C e pGAD-424 previamente
digeridos com as mesmas ERs, utilizando protocolo idéntico ao mencionado anteriormente.
Os vetores ligados aos insertos foram entdo transformados novamente em E. coli DH5a e,
apos crescimento das coldnicas bacterianas e sele¢cdo das mesmas em meio contendo 0s
antibidticos especificos. As ligacdes foram confirmadas através de digestdo utilizando as ERs
especificas e sequenciamento do DNA plasmidial utilizando os oligonucleotideos especificos
para cada vetor. O resultado da extracdo do DNA plasmidial foi quantificado e utilizado para a
transformacdo nas células de levedura, etapas essas realizadas em colaboracdo com a Dra.
Ana Paula Ulian de Araujo e suas alunas, Heloisa Ciol e Raissa Gutierrez.

A linhagem de S. cerevisae utilizada foi a L40 (MATa leu2 his3 trplade2 GAL4 gal80
LYS2::(lexAop)4-HIS3 URA3::(lexAop)s-lacZ). As células foram crescidas em meio YPD
solido por estriamento durante 3 dias a 30 °C. Posteriormente, uma coldnia grande e isolada
de L40 foi dissolvida em 50 pL de H,O milli-Q e inoculada em 50 mL de meio YPD liquido
por 24 h a 30 °C com 150 rpm de agitacdo. Apos 24 h de crescimento, 1 mL do in6culo foi
centrifugado por 3 min a 500 rpm e temperatura ambiente. As células foram entdo
ressuspendidas em 200 pL de tampdo de transformacdo (1340 pL PEG 4000 50%; 200 pL
LiAc (2M); 200 pL TE 10X; 200 pL DTT (1M); 200 ng de DNA plasmidial com os genes de
interesse). ApoOs este procedimento, as células foram incubadas por 40 min a 45 °C,
centrifugadas por 5 min a 3.000 rpm, em temperatura ambiente. Novamente, as células foram
plagueadas em meio SD-W solido e incubadas por um periodo de 3-4 dias a 28 °C.

Apds esse periodo, uma col6dnia foi selecionada e diluida em 50 pL de H,O Milli-Q,
plaqueada por estriamento e novamente incubada por 3-4 dias a 28 °C. O teste de atividade da
B-galactosidade se deu utilizando papel filtro umedecido em 5 mL de tampdo de

transformacéo, 13,5 pL de B-mercaptoetanol e 83,5 pL de X-Gal. O mesmo é levemente
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pressionado contra as coldnias da placa e cuidadosamente retirado e congelado em nitrogénio
liquido por 5 min. O papel filtro foi retirado e incubado & 37 °C por 1 h, tempo necessario
para resultado do ensaio.

Ensaios de autoativacdo do sistema foram feitos como controles, onde somente um dos
vetores contendo o inserto de interesse foi transformado. A quantificagdo se deu utilizando os
plasmideos controles pLexA-p53 e pACT-largeT (DualSystems Biotech) através dos mesmos
protocolos descritos. Foi realizada a dupla confirmacéo através da utilizacdo de 25 ensaios em
triplicata bioldgica, onde todas as combinagdes de interacdo da via de biossintese se Sec

foram consideradas.
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Capitulo IV
RESULTADOS E DISCUSSOES

“Ter sucesso e falhar repetidamente, mas sem perder o entusiasmo”
Winston Churchill
30 de Novembro de 1874 — 24 de Janeiro de 1965

Politico britanico
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As enzimas da via de biossintese e incorporacdo de Sec vém sendo estudadas desde o
final da década de 80, onde informacGes fundamentais foram obtidas por Vvarios
pesquisadores, incluindo esforcos do grupo de pesquisa liderado pelo Prof. Dr. Otavio H.
Thiemann.

Desse modo, os resultados que sdo apresentados nesse capitulo visam colaborar com
0s resultados obtidos anteriormente além de revelar uma nova proposicdo de modelos de
interacdo e compreensdo da via de incorporacdo de selénio para o organismo em questéao.
Também visa prospectar possiveis hipoteses sobre a funcionalidade de regides especificas das

macromoléculas utilizando diferentes técnicas biofisicas e estruturais.

4.1  Analises in silico, a estrutura de SelB e seus dominios de interacéo

No inicio desse projeto, em 2013, poucas informagdes estruturais haviam sido
determinadas para SelBs de diferentes organismos. Deste modo, modelos estruturais tedricos

foram construidos para melhor compreenséo dessa macromolécula.

4.1.1 Modelos estruturais de SelB de E. coli

Na auséncia de estruturas cristalograficas da construcéo inteira (full-lenght) de SelB,
foi adotada uma abordagem de modelagem por dominios isolados fragmentando a sequéncia
de SelB de E. coli. Inicialmente, o dominio N-terminal, dominio GTPé&sico canénico, foi
modelado a partir da estrutura do fator de elongacdo EF-Tu de Escherichia coli (PDB ID
1DG1) enquanto que o dominio C-terminal possuia construgdo truncada, o que permitiu a
utilizacdo de modelagem comparativa baseada na estrutura de SelB de E. coli (PDB ID
2UWM). A figura 29-A mostra o0 modelo estrutural de SelB de E. coli representado em fitas,
colorido por WHDs, onde azul é o dominio N-terminal GTPasico, candnico para EFs, 0s
barris-p pertencentes ao WHD2 em verde e 0s WHDs 3 e 4 em amarelo e vermelho, dominio
de conexdo entre as regifes N e C-terminais, respectivamente, onde a WHD4 é responsavel
pela interagéo ao elemento SECIS (Figura 29-B).

Uma vez que o modelo foi fusionado manualmente, a validagdo das posi¢cdes dos
angulos (¢ e y) foi realizada pelo diagrama de Ramachandran (Figura 29-C), onde 561
(94,76%) estdo em regiGes favoraveis do diagrama e 9 (1,52%) estdo fora das regides
permitidas. Esses 9 residuos (V212, N213, P215, M216, V260, P262, T266, R267 e E351)

estdo todos presente no WHD2, representado em verde, e fazem parte das conexdes entre 0s
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dois barris-B. Essa regido da molécula teve dificuldade em ser modelada por ndo haver

informac0es estruturais concretas sobre esse dominio até esse momento.

Figura 29 — Modelagem molecular de SelB (A) Modelo estrutural de SelB de E. coli obtido a partir de
fragmentacdo da sequéncia e busca por modelos homdlogos. (B) Esquema topoldgico da
estrutura de SelB dividida em 4 dominios (WHDs 1-4). (C) Diagrama de Ramachandran do
modelo construido por fragmentacéo evidenciando 94,76% dos residuos em regides favoraveis
e apenas 1.52% em regides ndo permitidas. (D) Estrutura de SelB de E. coli obtida através de
modelagem por homologia utilizando a estrutura cristalografica de SelB de A. aeolicus
(PDB.ID 4zU9) e representada pelas estruturas secundérias e colorida por dominios. (E)
Sobreposicdo das estruturas do modelo de SelB de E. coli obtidos pela modelagem por
homologia (colorida por dominios) da sequéncia full-lenght e a Estrutura cristalogréfica de
AaSelB (branco) obtendo rmsd 0,487 A.

Fonte: Elaborada pelo autor.

Em 2015, a estrutura cristalografica de SelB de Aquifex aeolicus (AaSelB), uma
bactéria termofilica cuja sequéncia de SelB apresenta 28% de identidade e 98% de cobertura
em comparacdo com SelB de E. coli, foi resolvida por cristalografia de raios-X. Apesar da
baixa identidade, essa era a Unica estrutura obtida experimentalmente que apresentava a
construgdo com a sequéncia completa de SelB. Assim, foi utilizada como molde para
obtencdo de um modelo estrutural por homologia (Figura 29-D). A divisdo dos dominios é a
mesma apresentada anteriormente, com a excessdo do posicionamento relativo das WHDs 2 e
3, 0 que posteriormente vai ser evidenciado como essencial para a interagdo com o tRNA

especifico. A superposi¢do dos modelos tridimensionais (Figura 29-E) apresenta valor rmsd
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favoravel (0,478 A), o que corrobora com a qualidade do modelo obtido. Os modelos dos
complexos macromoleculares dos quais SelB faz parte, bem como a comparacdo entre as
estruturas de SelBs e EFSec de diferentes organismos, foram realizados através de
superposicGes e alinhamentos estruturais utilizando o modelo obtido pela modelagem

comparativa.

4.1.2 Modelos dos complexos macromoleculares

Recentemente, estruturas de EFs especificos para a incorporacdo de Sec foram
resolvidas por diferentes técnicas estruturais, 0 que permitiu a comparacdo entre SelBs e
EFSec. Deste modo, 0 modelo de SelB de E. coli foi comparado: i) ao fator de elongacdo
candnico de E. coli (EF-Tu, PDB.ID 3FIC), ii) a SelB de arquéia (PDB. ID 4ACB) e iii) a0
EFSec humano (PDB. ID 51ZK), representados em preto, azul, amarelo e lilas na figura 30,
respectivamente. Os modelos estruturais foram alinhados pelo dominio N-terminal, comum a
todos.

Interessantemente, o alinhamento com EF-Tu possiblita inferir ndo somente o dominio
de interacdo ao L11 ribossomal, mas também demonstra o posicionamento do dominio C-
terminal relativo ao possivel sitio-A, como sera apresentado a seguir. As comparacGes com
SelB de arquéia e 0 EFSec humano mostram uma divergéncia de orientacdo nas WHDs 2 e 3,
e como esses dois EFs ndo reconhecem o elemento SECIS diretamente, ndo existe a WHDA4.
Para ambas as moléculas, as WHDs 3 s&o essenciais para a interagdo ao tRNA>*. No entanto,
possuem orientacdo voltada para a regido de interagcdo ao ribossomo, fato esse ainda néo
explicado, uma vez que a existéncia de SBP2 foi comprovada em eucariotos, mas ainda ndo
elucidada para arquéias, deve interferir nessa orientacdo e permitir o acesso ao sitio-A do
ribossomo sem que essa WHD afete a interacéo.

Comparativamente, as proteinas SelB de arquéia e EFSec possuem mesma orientacdo
tridimensional relativa de WHD3, divergindo de SelB bacteriano onde WHD 3 e 4 apontam
para o lado oposto. O posicionamento da WHD4 de SelB bacteriano é discutido a seguir com
as analises dos complexos macromoleculares com o ribossomo e elemento SECIS. Além
disso, a sobreposi¢do com o fator de terminacéo (release factor, PDB.ID 2WRI) apresentou-se
igual ao EFSec e, portanto, ndo apresentado na figura a seguir.
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Figura 30 — Comparacdo estrutural entre SelBs de bactéria e arquéia e EFSec humano (A) Modelo estrutural
de SelB de E. coli sobreposto com EF-Tu bacteriano (azul). (B) Sobreposi¢cdo com SelB de
arqueéia (amarelo) evidenciando o posicionamento divergente das WHDs 3 e 4. (C) Sobreposicédo
estrutural com EFSec humano (lilas) semelhante a SelB de arquéias.

Fonte: Elaborada pelo autor.

O modelo estrutural de SelB foi alinhado tridimensionalmente, através do seu dominio
N-terminal, com a estrutura cristalografica do EF-Tu também de E. coli (PDB.IDs 3FIC e
1MJ1). Ambas as estruturas foram resolvidas em complexo com as subunidades ribossomais e
com um tRNA™® presente no sitio-A. O tRNA>* (PDB.ID 3A3A) alinhado com o tRNA
contido no sitio-A mostrou as interfaces de contato entre o tRNA especifico para incorporagédo
de Sec e SelB (Figura 31-A).

Através do modelo do complexo binario SelB.tRNA®® fica claro a especificidade de
interacdo de SelB com os bracos aceptor e TyC atraves da WHD1. Além disso, pela primeira
vez é observada a possivel interacdo do brago variavel longo com a WHD3. Essa informacéo



141

foi utilizada no desenvolvimento do projeto de mestrado do aluno Adriano de Freitas

Fernandes, que demonstrou pela primeira vez em solugdo e experimentalmente a

especificadade de SelB para interagdo com esses trés elementos estruturais do tRNAS®. 72110

Estudos publicados recentes mostraram a importancia desse dominio do tRNA para sua
72,110

especificidade, corroborando com esses modelos propostos no inicio dessse projeto de

doutorado.

(€

(8)

Figura 31 — Modelos estruturais dos complexos macromoleculares de SelB. (A) Modelo de interacdo de
SelB.tRNA3® (em preto) mostrando a importancia do braco variavel interagente com a WHD3.
(B) Modelo do complexo ternario SelB.tRNA*.SECIS (em verde), a distancia determinada do
altimo nucleotideo de SECIS a posicio wobble do tRNA foi de 76 A, ou seja, 11 nucleotideos,
como descrito na literatura.”> (C) Modelo estrutural do complexo ternario na entrega do
tRNAS® a0 ribossomo. SelB é representada em amarelo, o tRNA* em laranja e o ribossomo
em cinza (30S em superficie e 50S em fita).

Fonte: Elaborada pelo autor.

A formacdo do complexo ternario, SelB.tRNA>*.SECIS, mostrada na figura 31-B, foi
realizada pelo alinhamento da porgdo C-terminal em complexo com um fragmento do loop-
apical. Esta porgédo foi resolvida por um truncamento realizado no residuo F487 (PDB.ID
2PJP). Nota-se que o tltimo nucleotideo do loop-apical do elemento SECIS (G12) e a posicado
wobble do tRNAS® (A35) estdo distanciados por 76 A e, como cada ligacdo fosfodiéster se
distancia de 6 A cada, esses dois RNAs estdo separados por 11 nucleotideos. Esse
espacamento presente no elemento SECIS bacteriano entre o loop-apical e 0 UGA-cddon
115-116

(Figura 14), foi descrito previamente na literatura.

A contrugdo do modelo de interacdo com o ribossomo procaridtico foi realizada
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utilizando a estrutura obtida por crio-microscopia eletrénica de transmissdo (Cryo-EM) do
ribossomo em complexo com o EF-Tu juntamente com o tRNA™® (PDB.ID 1MJ1). Dessa
forma, foi possivel inferir o posicionamento do complexo ternario junto ao ribossomo, como
previamente proposto por Itoh e colaboradores’™ e recentemente elucidadas por Cryo-EM em
diferentes estados conformacionais na entrega de Sec ao sitio-A do ribossomo (Figura 31-
C)."* Esses resultados corroboram com os modelos propostos e serdo utilizados nas discussdes

sobre a foramacao dos complexos em solucdo apresentados nas se¢des subsequentes.
4.2  Expressao e purificacdo das amostras proteicas de interesse

As amostras proteicas foram obtidas através de expressao homologa em sistema
procaridtico, E. coli. As amostras passaram por etapas de purificacdo e confirmacdo da

auséncia de contaminantes enddgenos que sao apresentadas nos topicos a seguir.
4.2.1 Homodecamero SelA

Seguindo o protocolo estabelecido em nosso grupo de pesquisa pela Dra Livia Regina
Manzine, foi utilizada para a expressdo da proteina recombinante SelA a cepa bacteriana E.
coli WL81460 (ADE3) contendo o gene selA de Escherichia coli clonada em vetor de
expressdao pET29a(+). Vale ressaltar que o uso dessa cepa bacteriana foi estabelecido
previamente pelo fato de se tratar de uma cepa deficiente no gene selC e, portanto, nao
produzindo o tRNA>® passivel de ser copurificado com a amostra de interesse.

Apos as etapas de lise celular e as etapas de precipitacdo com sais inorganicos seguido
de cromatografia de dessalinizacdo em coluna HiTrap Desalting (Figura 32-A), a amostra foi
submetida a cromatografia de exclusdo molecular em coluna Superdex 200 HL (16/60) ap6s a
adicio de 20% em concentragdo final de Nycodenz® (Figura 32-B). O resultado de cada etapa
de purificacdo, bem como o grau de pureza de SelA, foi monitorado através de SDS-PAGE
15% (Figura 32-C).
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Figura 32 - Etapas de purificacdo de SelA. (A) Dessalinizagdo em coluna HiTrap Desalting com
monitoramento em 280 e 260 nm. (B) Exclusdo molecular em coluna Superdex 200 HL
(16/60) com monitoramento em comprimento de onda de 280 nm. A seta indica o pico
referente a SelA. (C) SDS-PAGE 15% das etapas de purificagdo: 1) padrdo de massa
molecular (kDa); 2) amostra precipitada com sulfato de aménio; 3) amostra apds passagem
pela coluna HiTrap Desalting; 4) amostra com Nycodenz® concentrada a 2 mL; 5) amostra
eluida da coluna de exclusdo molecular; 6) amostra eluida concentrada (concentrador de corte

de 100 kDa).
Fonte: Elaborada pelo autor.

A amostra de SelA foi entdo concentrada até aproximadamente 30 mg/mL, ou seja, um

rendimento total de aproximadamente 15 mg de proteina recombinante para cada litro de

cultura utilizada.

4.2.2 O fator de elongagdo especifico SelB. Determinacdo de um novo protocolo de

purificacdo. Presenca de RNAs endogenos copurificados e amostra GTP/GDPsee

O EF para incorporagdo de Sec vem sendo estudado desde meados da década de 90, no

entanto, sempre apresentou baixo rendimento quando purificado.'’” Devido a isso,

experimentos que demandavam elevadas concentragdes se tornavam invidveis, uma vez que o
rendimento maximo era aproximadamente 0,2 mg para cada litro de cultura utilizado.%>*%

Além disso, estudos de interacBes de proteinas com RNAs exigem cuidado para que as
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amostras ndo sejam copurificadas com resquicios de contaminantes endogenos.

Portanto, o protocolo de purificacdo previamente estabelecido foi aprimorado com a
adicdo de duas etapas e reducao de outras etapas com o auxilio do aluno de mestrado Adriano
de Freitas Fernandes.™ Utilizou-se o protocolo padronizado pelo grupo da Profa. Dra. Marina
Rodnina que, gentilmente, doou-nos o plasmideo selB-pT7-6. Essa construgdo de selB produz
uma proteina SelBH6, ou seja, fusionada a uma cauda de hexa-histidinas na porcédo C-
terminal sem a inclusdo de um sitio de clivagem. Dessa forma, seguiu-se a transformacéo
dessa construcdo nas cepas de expressdo E. coli BL21 (A-DE3) e E. coli WL81460 (A-DE3) e
como ja& mencionado, esta é uma cepa deficiente gene selC, portanto ndo produzindo o
tRNA3* endégeno que poderia ser eventualmente copurificado com a amostra de interesse.

Apdbs a expressdo e as etapas de lise celular, o extrato proteico bruto foi submetido a
uma cromatografia de afinidade em coluna de cobalto (Talon) e a fracdo eluida foi
posteriormente dialisada para o tampdo E (100 mM fosfato de potéssio pH 7,0; 0,5 mM
EDTA; 150 mM NaCl; 5 mM MgSOQO,). Este tampédo foi utilizado em quase todos o0s
experimentos envolvendo essa amostra. Apos a dialise, realizada em concentrador Amicon
(corte de 50 kDa), a amostra foi submetida a cromatografia de exclusdo molecular em coluna
Superdex 75 GL (10/300) (Figura 33-A).
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Figura 33 — Cromatografias de exclusdo molecular de SelB utilizando coluna Superdex 75 GL (10/300). (A)
Cromatograma da amostra purificada por cromatografia de afinidade e submetida a SEC, ap6s a
dialise, com eluicdo em ~9,5 mL. (B) Cromatograma da amostra apés a adicdo da etapa de
tratamento com RNase apresentando eluicdo em ~10,8 mL. Inset: curva de calibracdo da coluna
utilizando padrdes de massa molecular conhecidos. Determinagdo da massa molecular de SelB
em ~87 kDa, ou seja, conformag¢do monomérica em solucao.

Fonte: Elaborada pelo autor.
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Nota-se a presenca de pico de menor intensidade de absorbancia em 280 nm e 254 nm
com massa molecular superior a SelB eluida (~9,5 mL, Figura 33-B), suspeitando-se de
amostras copurificadas com contaminantes endogenos.

Aliquotas de ambas as cepas de expressao foram submetidas a quantificacéo utilizando
padrbes especificos para RNA no fluorimetro Qubit (Invitrogen) por meio do ensaio de RNA
Quant-iT. Os resultados mostrados na Tabela 4 evidenciam a presenca de RNAs enddgenos
copurificados para amostras provindas de ambas as cepas de expressao utilizadas. No entanto,
amostras de SelB purificadas de E. coli WL81460 apresentaram uma concentracdo de RNAS

enddgenos 16% menor, provavelmente por conta da auséncia do gene selC.

Tabela 4 - Comparag&o das cepas de expressdo e quantificacdo do RNA presente na amostra.

Cepa utilizada para expressao de SelB [RNAfinall
e tratamento com RNase A [RNA] (ng/uL) [RNAiniciall
E. coli BL21 1416 100%
E. coli BL21 0
(1 h de tratamento com RNase A) 994 0%
E. coli BL21 0 0
(16 h de tratamento com RNase A)
E. coli WL81460 1198 100%
E. coli WL81460 0
(1 h de tratamento com RNase A) 409 34%
E. coli WL81460 0 0

(16 h de tratamento com RNase A)
Fonte: Elaborada pelo autor.’

Ensaios de tratamento com RNase A (Thermo-Fisher) foram realizados e mostraram
elevada eficiéncia na degradacdo dos contaminante, pois, ap6s o tratamento as amostras foram
constatadas como RNAg (Tabela 4). Devido a essa eficiéncia, acrescentou-se essa nova
etapa ao protocolo de purificacdo de SelB. Apds a eluicdo da cromatografia de afinidade foi
adicionado [1 pg/mL] de RNase A e, ap0s 16 h de incubacdo em gelo, a amostra foi submetida
a cromatografia de exclusdo molecular em coluna Superdex 75 GL (10/300) (Figura 36-B).

O novo cromatograma apresentava um pico unico (eluicdo em 10,8 mL) e com
absorbancia 10 vezes maior que o protocolo anterior. Apds a quantificacéo final foi constatado
que o rendimento foi de 2,6 mg/L de cultura, 13 vezes superior ao estabelecido anteriormente.

Além disso, utilizando-se a curva de calibracdo da coluna com base em proteinas globulares

YEm colaboracdo com o aluno de mestrado Adriano de Freitas Fernandes.
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como padrBes conhecidos e previamente injetados utilizando o0 mesmo tampéo, foi possivel
determinar a massa molecular de SelB como ~87 kDa, um mondmero com discrepancia no
valor de massa molecular de 20% em relacdo ao valor esperado (69 kDa). Isto é explicado
pelo fato de SelB ndo ser uma proteina globular e, portanto, apresentar um coeficiente
friccional diferente, o que acarreta na migracdo com um raio de Stokes (ou raio
hidrodinamico) superior ao real, o que interfere no valor de massa determinado pela curva de
calibracéo.

Uma vez que a cepa E. coli WL81460 apresenta um crescimento diferenciado
(D.O.600nm = 1,0 em 6 h), foi adotado a utilizacdo da cepa E. coli BL21 para os experimentos
de interacdo descritos nas proximas seces, ja que 0 tempo necessario para atingir a mesma
densidade Optica € de apenas 3,5 h.

Apesar de ser uma construcdo ja utilizada e caracterizada por outros centros de
pesquisa, foi necessaria a confirmacdo da obtencdo da amostra de interesse pelo fato do
protocolo de purificacéo ter sido alterado. A confirmacéo da amostra de interesse foi realizada
através de SDS-PAGE 15% (Figura 34-A) seguida por identificacdo por western blot
utilizando anti-corpo monoclonal especifico para a identificacdo da cauda de histidina (His-
TAG) (Figura 34-B). Todos os passos de purificacdo tiveram aliquotas retiradas para o
monitoramento através das técnicas eletroforéticas e esses experimentos foram realizados em
colaboracéo com a aluna de mestrado Jéssica Fernandes Scortecci.

Por fim, a banda referente a amostra de 69 kDa foi retirada do gel e entdo, preparada
para analise de espectrometria de massas. A amostra foi tripsinizada e aplicada a andlise por
espectrometria de massas em colaboragédo com o Dr. Edson Crusca Jr. (Figura 34-C). Foram
identificados 36 peptideos de diferentes tamanhos o que resultou em uma cobertura de 52%
da sequéncia e identificacdo da amostra de interesse baseado no banco de dados do NCBI

utilizando a ferramenta Mascot Server.
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Figura 34 — Confirmacéo da obtencdo de SelB de E. coli. (A) SDS-PAGE 15% das etapas de purificacdo: 1)

padrdo de massa molecular (kDa); 2) extrato proteico bruto; 3) fracdo nédo ligada a coluna; 4)
lavagem da coluna de afinidade com 10 mM de imidazol; 5) amostra eluida da coluna de de
afinidade com 100 mM de imidazol; 6) amostra apés a cromatografia de exclusdo molecular em
coluna Superdex 75 (10/300). (B) Western blot para a identificagdo da His-TAG das mesmas
amostras citadas acima e na mesma ordem. (C) Identificacdo e cobertura da sequéncia de SelB
de E. coli por espectrometria de massas da amostra tripsinizada do gel de poliacrilamida 15%.

Fonte: Elaborada pelo autor.®

As amostras purificadas de ambas as cepas de expressao utilizadas foram também

analisadas para a determinacdo de potenciais nucleotideos enddgenos que poderiam ser

copurificados. Comumente, amostras ligadoras a nucleotideos, como GTP ou GDP, podem ser

® Em colaboragio com os alunos de mestrado Adriano de Freitas Fernandes e Jéssica Fernandes Scortecci

(IFSC/USP)
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purificadas com tais nucleotideos enddgenos caso o enovelamento e concentragdo no
ambiente celular seja tal que permita isso.”

Para essa andlise, fez-se uso do protocolo previamente descrito através de extracao por
desnaturacdo pela adicdo de acido perclorico. Esse procedimento garante a integridade dos
nucleotideos o que possibilita a analise por cromatografia liquida de alta performance (HPLC)
utilizando coluna de troca ibnica Protein Pack DEAE 5 PW, 7,5 mm x 7,5 cm (Waters)

monitorando a absorbancia em 253 nm (Figura 35).
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Figura 35 — Anélise de possiveis contamina¢Ges com nucleotideos enddgenos. Cromatograma da coluna de
troca idnica Protein Pack DEAE 5 PW, 7,5 mm x 7,5 cm (Waters) monitorando a absorbancia
em 253 nm utilizando os padrdes i) tampdo E, ii) GDP, iii) GTP e iv) GDP+GTP além das
amostras SelB1 e SelB2, purificadas das cepas E. coli BL21 e E. coli WL81460,
respectivamente. O tempo de retengdo de GDP (5,2 min) e GTP (5,9 min).

Fonte: Elaborada pelo autor.

Comparando-se com os padrdes (tampédo, GTP, GDP e uma mistura de ambos 0s
nucleotideos em razdo equimolar) foi possivel notar que ambas as amostras SelB1 e SelB2
(amostras purificadas das cepas E. coli BL21 e E. coli WL81460, respectivamente) ndo séo
copurificadas com GTP/GDP enddgenos, o que possibilita os ensaios de interagdes que serdo
apresentados nas se¢des subsequentes desse estudo.

A partir desses preparos e confirmacgdes de amostras RNAg. € nucleotideos. foi dada
continuidade aos experimentos de interagdo com as demais macromoléculas da via de

biossintese de Sec.
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43  Obtencdo dos RNAs: tRNAC elemento SECIS e tRNA™®: Amplificacdo dos
genes selc, secis, alaS e confirmacéo do enovelamento dos transcritos por

dicroismo circular

Os genes selC, secis e alaS foram amplificados e os RNAs: tRNA>¢, SECIS e
tRNA”® foram transcritos utilizando o kit comercial Megashortscript T7 (Ambion).
Brevemente, os genes amplificados por PCR (Figura 36) foram utilizados como molde para a
realizacéo da reacao de transcricdo in vitro. Para a comprovacgédo da amplificacéo e do éxito na

transcrigdo in vitro, foram realizadas eletroforeses em gel de agarose 2% (Figura 36).

(A) (B) (C)

200 pb

75 pb

Figura 36 - Amplificacdo dos genes de interesse. Resultado da amplificagdo do gene selC (A), secis (B) e
alaS (C). 1) padréo de massa molecular 1 kb Plus (Fermentas); 2) gene selC de E. coli (121 pb),
secis (75 pb) e alaS (81 pb).

Fonte: Elaborada pelo autor.

Para verificar o enovelamento dos RNAs, ensaios de dicroismo circular foram
realizados, uma vez que a estrutura secundaria dessa macromolécula apresenta o perfil da
curva caracteristica para tRNAs em funcdo da temperatura, obtendo um padrdo de
enovelamento. Os ensaios de medidas de dicroismo circular em funcdo da variagdo de
temperatura (VT-CD) foram realizados para as amostras em mesma concentragdo durante as
medidas e &gua RNasese foi utilizada como referéncia (Figura 37).

A diferenca observada no valor total de elipsidade (mdeg) estd relacionada a
quantidade de pareamento formados entre as bases no enovelamento dos RNAs, sendo o
tRNA>® 0 maior dentre as amostras analisadas. Fica evidente a melhoria da qualidade do sinal
observado bem como a intensidade do mesmo. O elemento SECIS e o tRNA"? por sua vez,
apresentam sinal ruidoso, mesmo em igual concentragdo molar comparativa ao tRNAS®, por
conta dos menores dominios presentes em cada enovelamento, como exemplificado ao lado

de seu respectivo espectro.
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Figura 37 — Espectros de VT-CD monitorando o enovelamento dos RNAs: tRNA>C (A), SECIS (B) e
tRNA*" (C) e representacéo bidimensional da estrutura em trevo para os tRNAs e de SECIS.

Fonte: Elaborada pelo autor.

Monitorando a variagdo no ponto de maximo observado nos espectros, em torno de
268 nm, foi possivel determinar o valor da temperatura de melting (T.,) para cada RNA a
partir do ajuste utilizando a funcdo de Boltzmann, uma vez que se trata de um processo

termodinamico reversivel. Deste modo, tRNAS* apresentou maior valor de Ty, (62,4 + 2,2) °C
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em comparacdo aos demais RNAs: SECIS (58,1 +1,6) °C e tRNA? (59,0 + 1,8) °C.

Uma vez garantidos os enovelamentos dos RNAs e determinado seus valores de TS
foi possivel dar continuidade aos experimentos envolvendo essas moléculas sem que elas
interfiram de maneira negativa pelo enovelamento incorreto ou mesmo pelos valores de

transicao para estados desenovelados nos experimentos de variagao térmica.
4.3.1 Ensaios de atividade GTPasica in vitro

Como j& mostrado, SelB assim como qualquer outro EF interage com nucleotideos de
guanina como meio de sinalizacdo através de mudangas conformacionais para permitir as

interacBes com os RNAs especificos e com o dominio L11 ribossomal.’

Desta maneira,
ensaios de cromatografia liquida de alta performance (HPLC) foram realizados para
investigar a estabilidade de GTP ao longo da formagdo dos complexos com 0s RNAs e
ribossomo durante tempo determinado. Isso comprovaria a estabilidade desses complexos
para tempos longos, o que ratifica os dados de interacdo pelas técnicas previamente descritas,
uma vez que a nao conversao GTP-GDP manteria os complexos estaveis.

Baseando-se nos cromatogramas evidenciados no Figura 38 e o0s controles com
tempos de retencé@o conhecidos (GDP — 4,4 min e GTP — 5,4 min), os resultados mostraram
que ndo ha considerdvel consumo de GTP e, consequentemente, formacéo de GDP ao longo
dos 60 min analisados para cada complexo estudado ao longo desse projeto cujas interacdes e
cinética in vitro foram realizadas a 25 °C.

Pode-se afirmar que as amostras: SelB; SelB.GTP; ribossomo.GTP;
SelB.GTPtRNA*; SelB.GTP.SECIS e SelB.GTP.tRNA*.SECIS sequer apresentaram sinal
de GDP. Contudo, o complexo ribossomo.SelB.GTPtRNAS®.SECIS apresentou quantidades
minimas detectaveis de GDP para tempos longos (> 45 minutos), superando o tempo
necessario para andlises realizadas pelas demais metodologias e, portanto, mantendo os

complexos macromoleculares estaveis ao longo dos demais experimentos.
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Figura 38 — Ensaios de atividade in vitro por HPLC. Cromatograma da coluna de troca i6nica Protein Pack
DEAE 5 PW, 7,5 mm x 7,5 cm (Waters) monitorando a absorbancia em 253 nm utilizando os
padrdes i) tampdo E, ii) GDP, iii) GTP e iv) GDP+GTP além das amostras dos complexos
macromoleculares estudados. O tempo de retencdo de GDP (4,4 min) e GTP (5,4 min).

Fonte: Elaborada pelo autor.

Ademais, estudos futuros para quantificacdo do consumo de GTP e produgéo de GDP
desse complexo se fardo necessarios, e fazem parte das perspectivas futuras para continuidade

da compreensdo da incorporacdo de Sec junto ao ribossomo.

4.4  Comparacao entre as cepas de expressao utilizadas para obtencgdo de SelB

Inicialmente, os protocolos de expressao e purificacdo de SelB foram estabelecidos,
com a incluséo de uma nova etapa, como por exemplo, tratamento com RNase A. No entanto,
necessitava-se determinar se existia diferenca entre as cepas de expressdo além de somente a
diferenca no tempo de crescimento celular. Para isso, experimentos simples de CD e
fluorescéncia intrinseca foram realizados para comparagdo entre as amostras proteicas
expressas nas duas cepas utilizadas.
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4.4.1 Perfil de enovelamento e temperatura de melting das amostras

Para verificar o enovelamento das amostras purificadas antes da adicdo da etapa de
tratamento com RNase A para as diferentes cepas de expressdo e com a finalidade de
comparé-las, as amostras foram submetidas ao experimento de CD a 10 °C e a VT-CD.

O célculo do porcentual de estruturas secundérias para SelB proveniente de cada uma
das cepas analisadas foi realizado resultando em estruturas predominantemente em a-hélices
(aproximadamente 35% e 30% para SelB E. coli BL21 e SelB E. coli WL81460,
respectivamente). Ambas as amostras apresentaram aproximadamente 15% de fitas-f3 além de
estruturas irregulares. Interessantemente, para a mesma concentracdo a média dos espectros
obtidos se diferencia para amostras provindas de cepas distintas (Figura 39-A). Isso pode estar
relacionado com a presenca de uma maior concentracdo de RNAs enddgenos nessa amostra e
possivel mudanca conformacional em complexos formados.

Posteriormente, SelBs proveniente das duas cepas foram submetidas a experimentos
de VT-CD e, por meio do monitoramento do ponto de minimo (222 nm), foi possivel verificar
um leve deslocamento dos valores de Tys referentes a cada cepa de expressdo. Através do
ajuste de Boltzmann foi calculado um valor de T, de (48,2 £ 0,4) °C para a SelB E. coli BL21
e (48,0 £ 0,5) °C para SelB E. coli WL81460 (Tabela 5). No entanto, esses resultados mesmo
realizados em triplicatas estdo dentro do erro experimental e, portanto, ndo é possivel afirmar

qualquer diferenca relevante por essa analise.
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Figura 39 — Medidas espectroscopicas para comparacdo das amostras de SelB purificas de ambas as cepas de
expressdo. (A) Espectros de CD das amostras SelB — E. coli BL21 — SelB — E. coli WL81460
— e VT-CD resultando em T,s de (48,2 + 0,4) °C e (48,0 £ 0,5) °C, respectivamente. Espectros
normalizados indicando a semelhanca entre as amostras. (B) Espectros de emissdo dos
triptofanos de SelB (excitacdo 295 nm) também comparando as cepas e determinacdo do ponto
de maximo analisando a derivada da curva obtida, 0 que mostrou a conservagdo em 333 nm,
indicio de internalizagdo dos residuos aromaticos.

Fonte: Elaborada pelo autor.

4.4.2 Posicionamento dos triptofanos em SelB

Analogamente, ensaios de espectroscopia de fluorescéncia intrisenca (IFS) foram

realizados para a comparacéo das amostras provindas das diferentes cepas de expressdo antes

de ser adotada a etapa de tratamento com RNase A.
Como SelB possui 12 residuos de triptofanos, cerca de 2,0% da sequéncia primaria

total, distribuidos em trés dominios: i) 1 presente no dominio GTPasico; ii) 6 presentes no
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dominio de interagdo ao tRNA>*; iii) 5 presentes no dominio C-terminal. Alteracdes nos
espectros de emissdo sugeririam possiveis contaminantes distintos para cada cepa. A figura
41-B mostra a diferenca relativa de cada espectro adquirido utilizando o mesmo desenho
experimental e mesmas concentracfes das amostras. A diferenca no valor de intensidade total
entre as amostras provenientes das cepas E. coli BL21 e SelB E. coli WL81460 (20% maior),
deve-se ao fato de RNAs enddgenos ocluirem os residuos de triptofanos presentes nos
dominios de ligacdo aos RNAs. Porém, sem alteraracdo no ambiente quimico ao redor dos

mesmos, uma vez que 0 maximo em 333 nm permanece inalterado para ambas as amostras.

Tabela 5 — Anélise do percentual de estruturas secundarias e da intensidade de emisséo dos triptofanos de SelB.

SelB E. coli BL21 SelB E. coli WL81460
a-hélices (%) 35 30
fitas-p (%) 15 15
Tm (°C) 48,2+04 48,0+ 0,5
Amax €missdo (nm) 333 333
Imax (U.a.) 1,4 x 10° 1,9 x 10°

Fonte: Elaborada pelo autor.

Nota-se que ambas as cepas apresentam diferencas essenciais nas caracteristicas
estruturais e enovelamento de amostras, provavelmente pela maior presenca de RNAS
endogenos na cepa E. coli BL21 (Tabela 5). No entanto, o tratamento com RNase A adotado
torna ambas as amostras de SelB expressas por essas diferentes cepas idénticas (espectros nao
mostrados), o0 que permitiu a selecdo da cepa E. coli BL21 para a continuidade do projeto pelo
simples fato do tempo de crescimento celular ser inferior quando comparado com a outra cepa
de expressdo utilizada. Portanto, a partir desse momento, todos os experimentos foram
realizados com amostras de SelB expressas em cepa contendo o gene selC e utilizando a etapa
de tratamento com a endorribonuclease antes da cromatografia de exclusdo molecular, Gltimo
passo de purificacdo da amostra.

Essas analises ndo sO serviram para corroborar com os dados de copurificacdo de
RNAs enddgenos diferenciada para cada cepa de expressao utilizada, mas também guiou-nos
a estabelecer uma metodologia para os ensaios de interacdo entre SelB e os RNAs através de
medidas da supressdo da emissdo dos triptofanos presentes nas WHDs 2, 3 e 4, a supresséo da

emissdo dos residuos aromaticos que sera apresentado na se¢éo 4.5.2.1.



156

45  Analises da formacdo dos complexos

Um dos principais objetivos desse projeto foi a identificacdo e caracterizacdo dos
complexos nos quais SelB é integrante. Para isso, os experimentos foram divididos em 2
grupos (interacdo com nucleotideos e RNAs e interagdo com demais parceiros da via de
biossintese de Sec). Posteriormente, esses complexos foram subdivididos por metodologia

adotada para cada experimento realizado.
45.1 Interagdo com nucleotideos

As medidas de formacdo dos complexos envolvendo SelB se iniciaram com as
medidas de interacdo com o0s nucleotideos de guanina (GTP e GDP). Como descrito na
literatura, os valores de constantes obtidos sdo elevados para sistemas bioldgicos (0,7 uM e 12
UM para GTP e GDP, respectivamente).’®% por conta disso, alguns experimentos foram
realizados para inferir os valores de constantes para a formacao dos complexos binarios com

0s nucleotideos.
4.5.1.1 Formacéao dos complexos analisando a variagao das TS

Assim como o estabelecido anteriormente para a comparacao das cepas de expressao,
experimentos de VT-CD foram utilizados para a verificacdo dos valores de Tn,s das amostras
em complexo com GTP e GDP (Figura 40).

Os valores de Tpns determinados através do ajuste de Boltzmann dos pontos
monitorados em 222 nm foram (50,3 + 0,2) °C e (49,1 + 0,1) °C, para SelB.GTP e SelB.GDP,
respectivamente. Em contrapartida, o valor de Ty, para a amostra de SelBgp, Sob mesmas
condicOes experimentais foi de (48,2 + 0,4) °C. Os experimentos realizados em triplicata
bioldgica, em mesmas condigdes experimentais de concentracdo e tampéo utilizado, mostram
um deslocamento positivo de T, maior para SelB.GTP (2,1 °C) em comparagdo com
SelB.GDP (0,9 °C), valores esses expressos na Tabela 6. Isso indica uma estabilidade térmica
maior para o complexo bindrio com o nucleotideo trifosfatado e, consequentemente, um
complexo termicamente estavel. Esse resultado é compativel com o esperado, uma vez que,
de acordo com seu papel na via de biossintese de Sec, SelB deve ter maior afinidade por GTP

em comparacdo ao GDP.
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Figura 40 — Medidas normalizadas de VT-CD. Os complexos de SelB.GTP (A) e SelB.GDP (B) analisados
em condi¢des saturantes dos nucleotideos resultaram em T,,s de (50,3 + 0,2) °C e (49,1 + 0,1)
°C, respectivamente. A T, de SelB,,, sob mesmas condiges experimentais (48,2 + 0,4) °C. Os
valores foram normalizados de O a 1.

Fonte: Elaborada pelo autor.

Andlises de estabilidade térmica dos complexos serdo detalhados na se¢do 4.6 pelas
analises de calorimetria diferencial de varredura (DSC).

4.5.1.2 Medidas de interacdes com nucleotideos por técnica calorimétrica

Paleskava e colaboradores mostraram através ensaios de calorimetria de titulagdo
isotérmica (ITC) os valores de constante de dissociacdo (Kp) na formacdo dos complexos
binarios entre SelB e os nucleotideos de guanina.’®?% Porém, os valores de constantes
obtidas apresentavam-se elevados para sistemas bioldgicos (0,7 UM e 12 uM para GTP e
GDP, respectivamente). Desta forma, resolveu-se repetir tais experimentos utilizando o novo
protocolo de preparo de amostras e mesmo procedimento experimental estabelecido para as
interacdes por ITC desse sistema.

Curiosamente, os resultados divergiram dos resultados previamente publicados (Tabela
6), apresentando valores Kp®'™" = (124 + 8) nM (ou, 0,124 + 0,008 uM) utilizando o modelo
de interagdo de um Unico sitio de interacdo e apos a subtracdo do calor de diluicdo em tampéao
previamente obtido para o GTP (Figura 41-A). Esse valor, 17 vezes menor, sendo condizente
para concentracOes bioldgicas mesmo que esses nucleotideos possuam elevada concentragao
em ambiente celular ((468 + 224) uM para GTP e (159 + 51) uM para GDP).**’
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Figura 41 — Medidas de ITC na interacdo com os nucleotideos de guanina. Os complexos de SelB.GTP (A) e
SelB.GDP (B) analisados por ITC resultaram em Kp®'™" = (124 + 8) nM (ou, 0,124 + 0,008 uM)
e ndo determinado para Kp®"".

Fonte: Elaborada pelo autor.

Por outro lado, os ensaios titulando GDP néo apresentaram um perfil de interacéo para
os valores de concentrac@es utilizados (Figura 41-B), discordando dos resultados previamente
estabelecidos. Apesar de apresentar elevado valor de Kp (12 uM), ainda esta ~10 vezes
inferior ao valor encontrado no ambiente celular, porém foi observado sob essas condigdes
experimentais adotadas.

Com o valor de Kp obtido para o GTP foi possivel calcular o valor da energia livre de
Gibbs dessa interagdo mostrada e, consequentemente, a variagdo de entropia do sistema
apresentados na Tabela 5. Ambos os valores foram satisfatérios (AG < 0 e AS > 0),

mostrando-se ser uma reacdo exergonica e biologicamente favoravel.

Tabela 6 — Valores da interacdo de SelB com os nucleotideos de guanina.

SelB.GTP SelB.GDP
T (°C) 50,3+ 0,2 49,1+0,1
ATm (°C) 2.1 0,9
Ko (nM) 124 + 8 -
Ko™ (nM) 740 12.000
Concentracdo celular (uM)™’ 468 + 224 159 + 51

Fonte: Elaborada pelo autor.
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4.5.2 Interacdo com RNAs e parceiros da via de biossintese de Sec

Apesar de sabidamente ocorrer a interacdo entre SelB e os RNAs participantes da via
de biossintese de Sec, at¢ o momento ndo haviam dados conclusivos das constantes de
afinidade entre essas macromoléculas, tampouco da ordem dos eventos na formacdo dos
complexos macromoleculares ao longo da incorporacdo de Sec. Para elucidar esses eventos,
experimentos envolvendo técnicas espectroscopicas como fluorescéncia intrinseca da
supressdo da emissdo dos residuos aromaticos, anisotropia de fluorescéncia com os RNAs
marcados especificamente, ultracentrifugacdo analitica e técnicas microcalorimétricas foram

empregadas variando as concentragdes e moléculas nas interacdes.

4.5.2.1 Supressao da emisséo dos triptofanos (IFS)

Como j& mencionado anteriormente, SelB possui 12 residuos de triptofanos
distribuidos majoritariamente nos dominios de interacdo aos RNAs (6 no dominio de
reconhecimento ao tRNA®* e 5 no dominio de reconhecimento ao SECIS). Logo, foi-se
proposto experimentos de supressdo da emissdo dos triptofanos presentes nesses dominios
através do incremento da concentracdo de tRNA>* e monitoramento da banda de emiss&o
intrinseca (IFS) desses residuos aromaticos (Figura 42). Medidas previas utilizando somente o
tRNAS® e GTP na cubeta foram realizadas, a fim de comprovar a auséncia de filtros internos
ao sistema analisado para o comprimento de onda de 295 nm para a excitacdo nesse
experimento, ndo sendo observado nenhum sinal de emissdo na regido espectral monitorada
(303-530 nm).

O monitoramento das bandas de emissdo mostram um decaimento da intensidade em
funcdo do incremento do tRNAS®, indicando um processo de supressdo da emisséo dos
residuos de triptofanos presentes em SelB nos sitios de interacdo aos RNAs. Com esse
experimento foi analisada a media da emisséo dos residuos, sendo possivel correlacionar o
maximo de intensidade observado para SelB.GTP (55000 u.a.) com o valor maximo
observado apo0s a saturacdo (32000 u.a.) e inferir que aproximadamente 6,3 residuos de
triptofanos foram oclusos durante essa interagdo. Essa quantidade de residuos esta condizente

com a quantidade presente no sitio especifico de reconhecimento do tRNA>* (6 residuos).
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Figura 42 — Medidas de IFS na interagio com o tRNA®®. (A) Representagdo do modelo estrutural de SelB
representado em ribbon com os residuos de triptofanos destacados em roxo. As setas indicam as
regides preditas para interacio com GTP (azul), tRNAS® (laranja) e o elemento SECIS
(vermelhor). (B) Bandas de emissdo de SelB a 50 nM e posterior adi¢cdo de GTP [100 uM] com
incremento da concentragéo de tRNAS® utilizando excitagdo em 295 nm e monitoramento entre
303 — 510 nm com filtro de 295 nm. A linha tracejada indica 0 m&ximo de emissdo observado
em 333 nm. (B) Curva de méaximo de intensidade de emissdo em 333 nm normalizado
relacionado & concentracdo de tRNA® titulado, evidenciando o perfil de interagdo especifica
sendo possivel utilizar o ajuste dos dados experimentais com o ajuste de Hill mostrado na
equacdo 9.

Fonte: Elaborada pelo autor.

Além disso, foi possivel correlacionar o maximo de intensidade de emissdo em 333
nm (ponto de méximo do espectro emitido) com a concentracdo de tRNA>® acrescida (Figura
42-C), resultando em um perfil de interacéo classico para biomoléculas.®®%>1%%1%41% cyryag
com essas caracteristicas sdo ajustadas através da equacdo de Hill, o que permite determinar

pardmetros fundamentais como constante de dissociacdo (Kp) e indice de cooperatividade
(n) 134-135
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Onde f é a concentracdo de complexo molecular formado, [SelBsre] € a concentracao
de macromolécula livre, Kp a constante de dissociacdo do sistema e n o indice de
cooperatividade. Como ja mencionado, o ajuste de Hill permite a determinacéo dos valores de
constante de interacdo (Kp — constante de dissociacao) e indice de cooperatividade para 0s
complexos estudados. Esses parametros refletem a cerca de cooperatividade (n > 1 indica
cooperatividade positiva, ou seja, 0 favorecimento da interacdo da préxima molécula a sonda
monitorada, n < 1 cooperatividade negativa, ou seja, 0 desfavorecimento das interagdes
subsequentes e n = 1 indica sistema ndo cooperativo e sitios independentes de interacdo) e
constantes de dissociacdo aparente em valores biologicamente aceitaveis.

Observou-se um Kp = (248 + 59) nM e n = (1,7 £ 0,7) que ndo refletem a
especificidade necessaria para essa interacdo crucial no estagio de incorporacdo de Sec. O
valor de n reflete a ndo-cooperatividade, uma vez que SelB apresenta um Unico sitio de
reconhecimento ao tRNA>*. O erro no valor de n pode ser devido as concentracées elevadas
de tRNAS* (2000 nM) utilizadas, pois deve ter acarretado em possiveis interacdes nao
especificas. Os valores das constantes termodindmicas calculadas sdo expressos na Tabela 7 e
comparados com as demais constantes obtidas nesse projeto.

Contudo, esse experimento consistiu em analises das medias da emissdo dos
triptofanos, possibilitando a dubiedade dos resultados uma vez que outros residuos aromaticos
poderiam influenciar nos espectros observados. Para complementar e refinar essas analises,

foram utilizados ensaios com uma sonda especifica covalentemente ligada ao tRNA®,

4.5.2.2 Formacao dos complexos macromoleculares: experimentos de espectroscopia de

anisotropia de fluorescéncia (FAS)

Experimentos de espectroscopia de anisotropia de fluorescéncia (FAS) foram
amplamente utilizados ao longo da realizagdo desse projeto, onde 0os RNAs estudados foram
marcados covalentemente e especificamente em suas extremidades 5’ com uma sonda
(fluoresceina-maleimida). Através da titulacdo crescente de macromoléculas ndo marcadas, e
que néo interferem no comprimento de onda utilizado para excitagcdo da sonda (492 nm) nem

0 monitoramento (A > 520 nm), foi possivel analisar o incremento em massa dos complexos
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formados em solugéo. A partir desses dados, determinaram-se as constantes de dissociagio e
indice de cooperatividade para cada complexo analisado.

Inicialmente, foram realizadas as interacdes de SelB com seus RNAs especificos
(tRNAS® e SECIS) além de um controle negativo de interacdo (tRNA™?) sempre em
condigdes saturantes de GTP, uma vez que esse nucleotideo é fundamental para permitir o

reconhecimento e interacdo entre essas macromoléculas (Figura 43).
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Figura 43 — Medidas de FAS. (A) Curva experimental normalizada da interacéo de tRNA* & 50 nM (49 nM
+ 1 nM marcado com fluoresceina) em concentracdes saturantes de GTP [100 uM] e incremento
da concentracdo de SelB utilizando excitagdo em 492 nm com filtro de 515 nm. (B)
Analogamente ao item (A), curva normalizada da interagcdo de SECIS (49 nM + 1 nM marcado
com fluoresceina) em concentracdes saturantes de GTP [100 puM] e incremento da concentracéo
de SelB e (C) Curva utilizada como controle negativo normalizada da interacdo com o tRNA”?
(49 nM + 1 nM marcado com fluoresceina) em concentracBes saturantes de GTP [100 puM] e
incremento da concentracdo de SelB. Todos os experimentos realizados em triplicata e
normalizados evidenciaram perfil de interacdo sendo possivel utilizar o ajuste dos dados
experimentais com a equacdo de Hill (curva em vermelho).

Fonte: Elaborada pelo autor.

Interessantemente, os valores de Kp (283 + 53) nM e n (1,4 = 0,6) obtidos para o

complexo ternério SelB.GTPtRNA>* utilizando essa abordagem metodolégica foram
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extremamente semelhantes ao observado previamente por IFS. Entretanto, ainda ndo foi
indicada a especificidade ao qual se esperava para essa etapa da via de biossintese de Sec.
Neste caso, n indica a nao-cooperatividade na formacdo desse complexo. Lembrando que
nesse experimento 0 RNA marcado foi a molécula monitorada e, portanto, ndo apresentando
mais de um sitio de interacdo especifica.

Os valores obtidos para a formacdo do complexo ternario SelB.GTP.SECIS Kp = (53 +
13) nM) e n = (2,5 £ 1,5) apresentam valores de Kp cuja especificidade fica notdria pelo baixo
valor observado. Em um primeiro momento, esse baixo valor indica uma preferéncia da
interacdo SelB.GTP.SECIS ao se comparar com SelB.GTPtRNA3* (valor de Kp ~5 vezes
menor, portanto maior afinidade). Isso sera aprofundado nas discussGes subsequentes de
formacdo dos complexos quaternarios. O indice de cooperatividade indica novamente uma
tendéncia a cooperacao (+), ou seja, favorecimento da interagdo da proxima molécula pela
interacdo da molécula anterior. Isso pode ser indicio de interacdo inespecifica de SelB pelo
fato de possuir 2 dominios de interacdo a RNAs. Devido as elevadas concentragdes, o sistema
pode forcar a interacdo de SelB através de outros dominios (WHDs 2 e 3, por exemplo). Esse
efeito também sera discutido subsequentemente.

Ademais, o tRNA de alanina (tRNA”?) empregado como controle negativo, por
apresentar dobramento distinto ao tRNA®®, apresentou uma constante de Kp = (6458 +
129,4) nM, cerca de 3 vezes maior que a constante observada para o tRNA especifico. Isso
justifica a especificidade do enovelamento e sequéncia do tRNA>® para o correto
reconhecimento por SelB, além de mostrar que constantes de dissociacdo > 500 nM podem
ndo apresentar a singularidade necessaria para a funcdo bioldgica da macromolécula ou
complexo formado.

Contudo, é sabido que SelB deve reconhecer ambos 0s RNAs em um determinado
momento da incorporacdo de Sec junto ao sitio-A do ribossomo, portanto, um complexo
quaternario SelB.GTP.tRNA*.SECIS deve existir nesse instante especifico para a
codificacdo do cédon UGA-Sec. Para analisar a formacao desse complexo contendo ambos 0s
RNAs e compreender a ordem de formacgdo dos mesmos, foram realizados experimentos onde
cada um dos RNAs permanecia na cubeta e foi acrescido o complexo ternario previamente
montado em concentracfes saturantes e contendo o outro RNA ndo marcado com
fluoresceina.

Desse modo, iniciou-se com o preparo anélogo de tRNA®® [(49 + 1*) nM] na cubeta
em concentragcbes saturantes de GTP e titulou-se concentracbes crescentes de

SelB.GTP.SECIS previamente preparados (Figura 44-A). Um fato marcante desse
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experimento consiste no ajuste pela funcdo de Hill ter sido o pior dentre os complexos
analisados, 0 que pareceu uma curva com mais de uma transic¢ao (desligado/ligado). Por certo,
a presenca do tRNA>* na cubeta pode afetar o complexo ternério titulado, no entanto, ndo
houve maneira de sanar essa duvida. A partir do ajuste dos dados experimentais foi possivel
novamente determinar o Kp (525 = 48) nM e n (6,1 + 0,7). Esses valores sdo extremamente
maiores aos valores esperados, sendo superiores ao tRNA*" utilizado como controle negativo,
o que leva a crer que a formacdo do complexo SelB.GTP.SECIS.tRNAS® partindo do

complexo ternario SelB.GTP.SECIS nédo é a maneira biologicamente mais favoravel.
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Figura44 — Medidas de FAS para determinagdo da formagdo do complexo quaternério. (A) Curva
experimental normalizada da interacdo de tRNA* & 50 nM (49 nM + 1 nM marcado com
fluoresceina) em concentracdes saturantes de GTP [100 uM] e incremento da concentracdo do
complexo SelB.GTP.SECIS. (B) Curva normalizada da interagcdo de SECIS (49 nM + 1 nM
marcado com fluoresceina) em concentragdes saturantes de GTP [100 uM] e incremento da
concentracdo do complexo SelB.GTP.tRNA>®. Todos os experimentos realizados em triplicata
e normalizados evidenciaram perfil de interacdo sendo possivel utilizar o ajuste dos dados
experimentais com a equacdo de Hill (curva em vermelho).

Fonte: Elaborada pelo autor.

A outra maneira de se analisar a formacdo do complexo quaternario foi mantendo
SECIS [(49 + 1*) nM] e acrescendo o complexo ternario SelB.GTP.tRNA®® previamente
montado (Figura 44-B). Diferentemente do observado para a ordem testada anteriormente, o
ajuste da curva foi acurado e os valores de Kp (77 £ 3) nM e n (2,4 £ 0,9) satisfatorios, o que
permitiu, a partir do valor de Kp, sugerir a ordem de eventos para a formacdo do complexo
quaternario partindo do complexo ternario SelB.GTPtRNA>* que interage com SECIS com
maior afinidade resultando no complexo SelB.GTP.tRNAS*.SECIS. Também vale ressaltar o
valor do indice de cooperatividade n > 1, indicando o favorecimento da interacdo de
SelB.GTPtRNA>* ao SECIS ap6s a interacio da molécula precedente.

Uma vez sanada a ordem de eventos na formacgdo do complexo para a entrega do
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tRNA>* junto ao SECIS contido no mRNA e conhecendo as constantes de dissociacdo dos
complexos em solucdo, surgiu-nos a davida se SelB poderia reconhecer o tRNA® livre no
ambiente celular ou ele deveria ser entregue dirigidamente pela enzima predecessora (SelA).
Essa duvida deve-se ao fato de que se trata de um tRNA raro e com poucas cépias transcritas
no citoplasma celular.®*

Para isso, novamente foram utilizadas medidas de anisotropia de fluorescéncia nas
quais o complexo binario SelA.tRNA>®* foi previamente preparado, seguindo protocolos
estabelecidos em nosso grupo de pesquisa.®®**1%1% Foram tituladas concentracdes crescentes

de SelB na presenca de concentragdes saturantes de GTP (Figura 45).
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Figura 45— Medidas de FAS para determinagdo da formacdo de complexos na presenga de SelA. Curva
experimental normalizada da interacdo de SelA.tRNA%® & 50 nM (49 nM + 1 nM marcado
com fluoresceina) em concentragcdes saturantes de GTP [100 pM] e incremento da
concentragdo de SelB. Todos os experimentos realizados em triplicata e normalizados
evidenciaram perfil de interacdo sendo possivel utilizar o ajuste dos dados experimentais com
a equacdo de Hill (curva em vermelho).

Fonte: Elaborada pelo autor.

Mais uma vez, obtém-se o valor de constante de dissociacdo Kp = (76 £ 5) nM para a
formacdo do complexo SelB.GTP.SelA.tRNA®®. Este valor de Kp é inferior aos valores
observados para os demais complexos analisados, incluindo SelB.GTP.tRNA>** cujo Kp
(283 + 53) nM por FAS. Com isso é possivel inferir que o complexo binario SelA.tRNAS
deve ser previamente formado na célula para o posterior reconhecimento de SelB pelo

tRNA®. Vale lembrar que dados literarios mostram que SelA tem como regides de
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reconhecimento ao tRNA>* o bragos aceptor e D-loop, enquanto que SelB reconhece os
bragos aceptor, TyC e variavel, ou seja, com excessdo do aceptor extenso (8 pares de base +
extremidade CCA3’-OH). Os pontos de reconhecimento sdo distintos, 0 que permitiria a
formacdo do complexo quaternario SelA.tRNA®®SelB.GTP. Além disso, o indice de
cooperatividade n = (2,5 + 0,4) indica cooperatividade positiva, portanto, a interacdo de
SelB.GTPtRNA>* é facilitada pela presenca de SelA, fato esse considerado biologicamente
razoavel dado que tRNAS* ndo é abundante no ambiente celular e a via de incorporagéo de
selénio deve ser extremamente eficiente devido & alta toxicidade deste composto.**°

Conclui-se até o momento que SelB ndo deve reconhecer o tRNA®® isolado no
ambiente celular, mas sim interagindo com o complexo homodecamérico SelA.
Posteriormente, o complexo ternario SelB.GTP.tRNA>® interage com o elemento SECIS para
a entrega do tRNA>* ao ribossomo. Logo, fez-se necesséria as anélises das formacdes dos
complexos na presenga do complexo ribossomal.

O ribossomo de E. coli foi adquirido da empresa New England Biolabs (NEB, P0763S
— 1 mg ou 13,3 uM) e foi preparado em tampdo E, que contém MgCI, essencial para a
montagem do complexo 70S. A certificacdo da qualidade e correta montagem do complexo
foi realizada através de SDS-PAGE 10% comparando com o gel padrdo enviado pela empresa
para o lote do produto (Figura 46-A e B).
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Figura 46 — Certificacdo de qualidade do ribossomo (NEB). (A) SDS-PAGE 10% enviado como controle
pela empresa (NEB) contendo marcador de massa molecular e uma amostra de ribossomo do
mesmo lote adquirido. (B) SDS-PAGE 10% da amostra de ribossomo checado como
controle de qualidade da amostra adquirida comparado ao marcador de massa molecular e o
ribossomo. (C) Micrografia obtida por microscopia eletronica de transmissdo em preparo
por contraste negativo do ribossomo preparado em tampéo E, confirmacdo da morfologia,
monodispersividade e tamanho das particulas esperado para o complexo ribossomal de E.
coli (25 nm).

Fonte: Elaborada pelo autor.
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Comparando-se com o gel controle foi possivel identificar as mesmas bandas com
tamanhos semelhantes, apesar da migracao diferenciada de ambos os géis. A checagem da
montagem do complexo foi realizada atraves do preparo de grades de microscopia eletronica
de transmissdo com contraste negativo (negative stain). As imagens coletadas (microscopio
eletrdnico de transmissdo FEI Tecnai G’F20 HRTEM single-tilt operando em 200 kV)
mostram o complexo ribossomal montado (sem a presenca de particulas das subunidades
menores) e com o tamanho esperado (~25 nm) (Figura 46-C).

Estabeleceu-se entdo o protocolo de montagem do complexo ribossomal e foram
iniciadas as analises das interacbes entre 0s complexos  quaternarios
(SelB.GTPtRNA>** ribossomo e  SelB.GTP.SECIS*.ribossomo) e do complexo
macromolecular para incorporacdo de Sec (SelB.GTP.tRNAS**SECIS.ribossomo).

Primeiramente, experimentos de titulacio de ribossomo no complexo
SelB.GTP.tRNA>*** previamente montado foram realizados de maneira analoga ao descrito
anteriormente para os demais complexos (Figura 47-A). A partir do ajuste de Hill foi possivel
determinar o Kp (84 £ 6) nM e n (7,3 £ 3,2) 0 que indica uma interacdo extremamente
favoravel na formacéo desse complexo. Analogamente, ensaios de interacao entre ribossomo e
0 complexo SelB.GTP.SECIS* (Figura 47-B) resultaram em Kp (110 £9) nMen (3,3 +0,7),
ou seja, uma menor afinidade ao se comparar com o dado prévio do complexo na presenca do
tRNA>, Fica evidente que o complexo quaternario SelB.GTP.tRNA3*“*ribossomo é
favoravel ao complexo na presenca de SECIS, outro indicio da sequéncia de eventos de modo
que a SelB deve estar previamente carregando o tRNA especifico para favorecer as interacdes
subsequentes.

Todavia, a entrega de Sec no sitio-A do ribossomo acontece com a formacéo de um
complexo envolvendo a interacdo entre SelB, tRNA e SECIS simultaneamente, 0 que
direciona o tRNA especifico para a codificacdo do UGA-Sec. Logo, ensaios de interacdo
utilizando o complexo SelB.GTP.tRNA®®* SECIS, previamente preparado, foram realizados
atraves da titulacdo de concentracdes crescentes de ribossomo (Figura 47-C). Com base nesse
experimento, determinou-se os valores de constante de dissociagdo Kp = (21 £2)nMen = (2
+ 1). Chama a atencdo que o valor de Kp obtido foi 0 menor valor dentre os apresentados
nesse trabalho (Tabela 7), o que indica a elevada afinidade e especificidade do complexo
formado. Outro fato relevante foi a diminuigdo dos valores de constante comparativamente
com os valores dos complexos somente com o tRNA especifico e o elemento SECIS. Esse
fato permite a sugestdo de uma nova proposi¢do de sequéncia de eventos, onde o complexo

SelB.GTPtRNA>® reconhece o elemento SECIS e, s6 entdo o complexo quaternario
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SelB.GTPtRNA>*.SECIS fica propicio & reconhecer o ribossomo e entregar o tRNA no
posicionamento correto.

(A)

mAni (u.a.)

SelB.tRNASec*

100 150 200 250 200

[ribossomo] (nM)

(B)

(wa)

mAni_,

. SelB.SECIS

oo 0
[ribassomal] (nh)

mAni  (u.a.)

; {

t!
+ SelB.tRNAS* SECIS

T T T T T T
0 50 100 150 200 250
[ribossomo] (nM)

Figura 47 — Medidas de FAS da interacdo com o ribossomo. (A) Curva experimental normalizada da
interacdo de SelB.tRNA*® & 50 nM (49 nM + 1 nM marcado com fluoresceina) em
concentragdes saturantes de GTP [100 pM] e incremento da concentracdo de ribossomo. (B)
Curva normalizada da interacdo de SelB.SECIS (49 nM + 1 nM marcado com fluoresceina)
em concentracgdes saturantes de GTP [100 pM] e incremento da concentracdo de ribossomo e
(C) Curva experimental normalizada da interacio de SelB.tRNA*.SECIS 4 50 nM (49 nM +
1 nM marcado com fluoresceina) em concentragdes saturantes de GTP [100 pM] e
incremento da concentragdo de ribossomo. Todos 0s experimentos realizados em triplicata e
normalizados evidenciaram perfil de interacdo sendo possivel utilizar o ajuste dos dados
experimentais com a equacdo de Hill (curva em vermelho).

Fonte: Elaborada pelo autor.

Baseando-se nas analises realizadas por FAS, foi possivel determinar os Kps e ns dos
diferentes complexos formados na etapa final da via de biossintese de Sec. E, utilizando-se as
relacdes termodinamicas representadas nas equacdes (1) e (3), foi possivel determinar um
parametro termodindmico fundamental, a energia livre de Gibbs (AG). Lembrando que
reacOes biologicamente favoraveis (exergbnicas) possuem AG < 0, como o observado para
todos os complexos analisados nesse projeto e expressos na Tabela 7. Os valores de Kp para a
interacdo com os nucleotideos de guanina foram obtidos por ITC (secdo 4.5.1.2) e
SelB.tRNA®® possue dois valores coerentes obtidos pelas técnicas de IFS (secdo 4.5.2.1) e
FAS. Todos os valores obtidos por medidas espectroscopicas foram a partir da analise
utilizando equacao de Hill (equacdo 9) e os erros associados as medidas foram determinados
pelo desvio médio padrao dos dados em triplicata, com excessdo do erro do AG calculado pela

propagacao das incertezas das grandezas relacionadas.
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Tabela 7 - Constantes de dissociacdo e pardmetros termodindmicos dos complexos macromoleculares
dependentes de SelB.

AG = RTIn(Kp)

2
Ko(M) — n (kcallmol) R
e SelB.GTP 124 + 8 - -9,32+0,08 98,2
SelB.GDP - - - -
IFS Sec 248+59 1,7+07 -901+0,14 964
FAS SelB.GTP.LRNA 283+53 1,4+06 -893+0,11 988
SelB.GTP.SECIS 57+13 26+15 -987+013 951
SelB.GTP.tRNAA? 646 +129 06+0,1 -848+0,19 989
SelB.GTP.SECIS.tRNA* 895+57 1,8+08 -825+0,04 82,1
FAS SelB.GTP.tRNA>*.SECIS 77+3 73+25 -970+0,02 98,2
SelB.GTP.SelA.tRNA® 72+14 24+09 -974+011 9572
SelB.GTP.tRNA>® ribossomo 84+6 73%32 -965+0,04 94,8
SelB.GTP.SECIS.ribossomo 110+9 3,3+0,7 -9,49+0,05 97,3

SelB.GTP.SECIS.tRNA®® ribossomo 21 + 2 20+10 -10,48+0,06 96,4
Fonte: Elaborada pelo autor.

Baseando-se nos dados contidos na Tabela 7 e a discusséo proposta ao longo desse
topico, foi possivel propor um modelo sequencial de eventos ilustrado na Figura 48.

E conhecido da literatura que todos os EFs interagem com seus tRNAs especificos na
presenca de GTP e ndo GDP,2*° uma vez que esse nucleotideo serve de fonte energética para
que as subunidades ribossomais se movimentem e consigam incorporar 0 aminoacido
presente no tRNA do sitio-A para a cadeia nascente presente no sitio-P.#* Além disso, as
possiveis mudancas conformacionais dos EFs e, consequentemente de SelB, na formacéo do
complexo binario (EF.GTP) permitem a interacdo com o tRNA especifico na formacdo do
complexo ternario. Sendo assim, o complexo binario SelB.GTP pode ser nomeado como
complexo ativo para reconhecimento e interacdo com o tRNA3.

Nota-se que a constante de dissociacdo na formacdo do complexo ternario
SelB.GTPtRNA* ¢ menor na presenca do homocomplexo SelA, enzima responsavel pela
etapa de conversdo Ser-Sec que precede a etapa na qual SelB participa. Isso indica a maior
afinidade de SelB.GTP pelo tRNA>* ainda preso & SelA e ndo em solucdo. Esse evento indica
a entrega dirigida ao proximo passo da via, hipdtese essa que vai ao encontro com a ideia de
interactoma das vias bioquimicas presente no ambiente celular e dados prévios para essa
mesma via especifica.>*

Uma vez o complexo tercidrio formado, esse interage com o elemento estrutural
presente no MRNA, o elemento SECIS. Essa ordem de eventos pode ser observada pela
diferenga substancial dos valores de Kp na formacdo do complexo quaternario

(SelB.GTP.tRNAS¥*.SECIS), revelando a sequéncia e necessidade de SelB estar interagindo
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com o tRNA especifico antes de reconhecer SECIS. Essa ideia sera apresentada novamente
nos ensaios de mobilidade eletroforética em gel ndo desnaturante (secéo 4.5.2.5).

Finalmente, o complexo quaternario reconhece e entrega o tRNA>* ao ribossomo, fato
esse elucidado pelos diferentes Kps observados na auséncia de cada um dos elementos

neccessarios para a codificacdo UGA-Sec.

SelB

ribossomo

305

mRNA

Figura 48 — Proposta de modelo sequencial de interacdo para a incorporacdo de Sec em bactérias. SelB
ativada pela presenca de um GTP em seu dominio N-terminal reconhece os bragos aceptor,
TYC e variavel do tRNA® em complexo com SelA. Uma vez retirado, o complexo ternéario
SelB.GTP.tRNA™® reconhece a porcéo apical do elemento SECIS através do dominio C-
terminal de SelB e, posteriormente, realiza a entrega do Sec.tRNAS* junto ao sitio A do
ribossomo para a incorporagao de Sec na selenoproteina nascente.

Fonte: Elaborada pelo autor."”

Até o momento ndo existem trabalhos na literatura que evidenciam a sequéncia de
eventos nessa etapa da via de biossintese de Sec em solugéo e esses resultados contribuem
com os modelos propostos recentemente pelos estudos estruturais desses complexos
macromoleculares.**® Os experimentos subsequentes contribuem com os dados mostrados

até o momento.

" Em colaboracdo com a aluna de doutorado Ana Laura Lima (IFSC/USP).
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4.5.2.3 Confirmacéo dos complexos formados por ultracentrifugacédo analitica

Outra metodologia adotada para verificar a formacdo dos complexos entre SelB.GTP e
tRNA>® foram ensaios de ultracentrifugacdo analitica utilizando duas metodologias distintas:
velocidade de sedimentacéo e equilibrio de sedimentacao.

Para o experimento de velocidade de sedimentagéo, SelB e os complexos formados na
presenca de GTP, tRNAS e tRNA™? utilizado como controle negativo, foram submetidos a
sedimentacdo a um campo centrifugo uniforme. Os dados brutos foram coletados e
posteriormente processados resultando na curva de distribuicdo (Figura 49) onde foram
observados picos relativos a presenca de diferentes populacdes em funcdo da posicdo radial.
Os experimentos foram realizados em colaboracdo com a Dra Fernanda Batista, Dra. Ana
Carolina Migliorini Figueira (ambas do LEC/CNPEM) e com o aluno de mestrado Adriano de

Freitas Fernandes.

0,6

0,5

SelB.GTP
SelB.GTP.tRNA™®
SelB.GTP.tRNA™®

0,4-

0,3 -

c(S)

0,2

0,1 4

0,0 -

T T T T T T T y T y T T T T 1
0 2 4 6 8 10 12 14

Coeficiente de sedimentacao (S)

Figura 49 — Andlises de velocidade de sedimentacdo. Picos correspondentes a SelB e complexos para o
experimento de velocidade de sedimentacéo a 25 °C sob rotacdo de 40.000 rpm.
Fonte: Elaborada pelo autor.”

As analises do ensaio de sedimentacdo mostraram a presenca de pico Unico para
SelB.GTP, indicando unica conformacdo oligomérica em solucédo e valor de massa molecular

calculado como sendo mondmero (63.426 Da), como esperado para essa amostra e

Y Em colaboracdo com o aluno de mestrado Adriano de Freitas Fernandes (IFSC/USP).
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apresentando uma discrepancia de apenas 8% em relacdo a massa calculada e tedrica. Além
disso, o raio de Stokes (Rs, ou raio hidrodindmico) calculado foi 3,17 nm (Tabela 8).

Por outro lado, as analises realizadas com concentracdes ndo saturantes de tRNAs, ja
que estes foram os limitantes experimentais, resultaram em 2 picos populacionais observados:
SelB.GTP e SelB.GTP.tRNA (Figura 49). O céalculo de massa molecular para ambos resultou
para SelB.GTPtRNA>*® um valor esperado com uma discrepancia de apenas 19%, uma vez
que tRNA>* possui massa molecular predita de 31.000 Da e 0 complexo ternario uma massa
molecular esperada de 99.986 Da. No entanto, a massa obtida experimentalmente para o
complexo utilizado como controle negativo diverge em 41% (massa predita para o complexo
~ 96 kDa), o que indica a possivel interacdo promiscua desse tRNA para com SelB uma vez

gue ndo possuem o enovelamento necessario para o correto reconhecimento.

Tabela 8 — Resultados de AUC. Valores de coeficiente de sedimentacdo em funcdo da concentragdo, massa
molecular e raio de Stokes para as soluc¢des das Equacdes de Lamm.

Amostra Sw (S) Sw (20,w) (S) MM (Da) Rs (nm)

SelB.GTP 4,507 4,779 63.426 3,17
SelB.GTP.tRNA* 6,894 7,310 119.984 3,91
SelB.GTPtRNAM? 7,556 8,012 137.671 4,10

Fonte: Elaborada pelo autor.’

Corroborando com a hipétese de interacéo inespecifica do tRNA*?, o Rs maior (4,10
nm) pode indicar interacdes em regides aleatorias da molécula, 0 que aumentaria o raio
hidrodinamico. O valor de Rs para o complexo ternario biologicamente esperado (3,91 nm) é
coerente com o incremento em massa obtido na formagéo do complexo SelB.GTP.tRNA®®,

Os dados apresentados na Tabela 8 indicam o valor do coeficiente de sedimentacao
obtida para proteina SelB em sw(20,w) = 4,779 S e os demais valores desta coluna sdo
relativos aos coeficientes de sedimentacdo para cada complexo. Todos os casos havia o pico
extra relativo a proteina excedente no experimento.

Posteriormente, foram realizados experimentos de equilibrio de sedimentacdo dos
complexos SelB.GTP.tRNAs afim de comparar os valores de Kps obtidos previamente. Para
isto, foram preparadas trés razbes estequiométricas diferentes (0,5:1; 1:1 e 2:1 relativos a
SelB.GTP:tRNA) para os complexos: SelB.tRNA® e SelB.tRNA*? Os dados coletados
foram processados utilizando o modelo de interacdo (A + B = AB) (Figura 50).

Y Em colaboracdo com o aluno de mestrado Adriano de Freitas Fernandes (IFSC/USP).
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Fonte: Elaborada pelo autor.”

Figura 50 — Anélises de sedimentacdo em equilibrio. Curvas experimentais das amostras SelB.GTP.tRNA>**
(esquerda) e SelB.GTP.tRNA”? (direita) utilizado como controle negativo para o experimento
utilizando trés razdes estequiométricas (0,5:1; 1:1 e 2:1 de SelB:tRNAs) nas velocidades 3.000,

YEm colaboracdo com o aluno de mestrado Adriano de Freitas Fernandes (IFSC/USP).
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Como observado, os valores de constante de dissociagdo para 0S complexos
SelB.GTPtRNAS® e SelB.GTPIRNAM (Ko™ = 2564 nM e Kp™"° = 6235 nM,
respectivamente) foram proximos ao determinados por FAS (Tabela 7). Estes resultados
corroboram com os dados prévios e evidencia a interagdo ndo-especifica do tRNA*® ao
tRNA>*, onde 0 aumento no valor de Kp reflete a diminuicio de afinidade de formagéo desse
complexo (Tabela 9).

Tabela 9 — Valores de constantes de dissociacdo para formacdo de complexos.

Amostra Ko (nM) rmsd Ko™ (nM)

0,5 SelB : 1 tRNA>* 230,2 0,02

1 SelB : 1 tRNAS® 261,0 0,04 283 + 53

2 SelB : 1 tRNA>* 2779 0,04 -

Kp ™" = 256,4

0,5 SelB : 1 tRNAA? 610,9 0,03

1 SelB : 1 tRNAAR 629,7 0,01

_ Al 645,8 + 129.4
2 SelB : 1 tRNA 629,9 0,05

KD medio — 623,5

Fonte: Elaborada pelo autor.”

4.5.2.4 Determinacdo da entalpia de interacdo por injecdo Unica na calorimetria de

titulacdo isotérmica (ITC)

Os experimentos de interacdo até o momento proveram os valores de Kps dos
complexos e, consequentemente, foi possivel determinar a energia livre de Gibbs para cada
interacdo (Tabela 7). Contudo, a termodinamica desses sistemas interagentes ainda ndo foi
completamente elucidada, sendo necessaria a determinacdo dos valores de variacdo de
entalpia (AH) e variagéo de entropia (AS) na formacéo dos complexos.

Para isso, experimentos de ITC foram realizados para determinar os valores de AHgp
(variacdo de entalpia aparente) na formacdo dos complexos SelB.GTP; SelB.GTPtRNA® ¢
SelB.GTPtRNA>®.SECIS através de ensaios de injecdo Unica (single injection). A adicdo de
uma quantidade saturante da macromolécula titulada foi monitorada e, apds a subtracdo do
calor de diluigdo desta em tampdo de anélise, foi possivel determinar a variacdo da entalpia

aparente para cada complexo a 25 °C, temperatura de realiza¢es de todos 0s experimentos de

*Em colaboracdo com o aluno de mestrado Adriano de Freitas Fernandes (IFSC/USP).
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interacdo nesse projeto.

A formacdo do complexo binério SelB.GTP havia sido estabelecida por ITC (se¢do
4.5.1.2). No entanto, utilizou-se naquele experimento multiplas injecdes para a determinagéo
do Kp. O experimento de injegdo Gnica, AH,,C™" = - (8,40 % 0,03) kcal/mol (Figura 51-A)
juntamente com o valor de Kp previamente estabelecido e do AG calculado (Tabela 7),
possibilitou inferir o valor de AS = (0,02 + 0,01) kcal/mol. Analogamente, os AH,pS para a
formacéo do complexo ternario (SelB.GTP.tRNA) e quaternario
(SelB.GTP.tRNAS*.SECIS), ilustrados na figura 51, foram - (6,18 + 0,05) kcal/mol e - (2,38 +
0,09) kcal/mol, respectivamente (Tabela 10).

Logo, todas as interacGes foram exotérmicas, ou seja, liberam calor ao acontecerem.
Em sistemas bioldgicos, reacbes que possuem AH < 0 sdo comumente encontradas e
favoraveis, uma vez que a energia livre de Gibbs no equilibrio também sera negativa (AG =

AH - TAS < 0, onde TAS > 0 e, consequentemente com AH < 0 « AG < 0), portanto

exergonica.
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Figura 51 — Medidas de ITC por inje¢do Unica e determinagdo da variacdo de entalpia dos complexos. Os
complexos de SelB.GTP (A), SelB.GTP.tRNA>** (B) e SelB.GTP.tRNA>** SECIS analisados por
ITC resultaram nos valores termodinamicos expressos na Tabela 10.
Fonte: Elaborada pelo autor.

Baseando-se nos valores medidos de AH,, e com os valores de AG calculados a partir
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das constantes de dissociacdo previamente determinadas, foi possivel determinar a variacéo
de entropia na formacdo desses complexos como ASTNA5¢¢ = 0,01 kcal/mol e AS*¥“" = 0,02
kcal/mol (Tabela 8). Os valores de AS > 0 sdo condizentes com o esperado para a
termodinamica de sistemas bioldgicos pelo aumento da desordem do sistema
(macromoléculas + solvente), uma vez que é necessaria a retirada de moléculas de &gua de
solvatacdo para que haja a interacdo entre as macromoléculas. Estudos termodindmicos da
compensacdo entalpica-entrépica do sistema ndo foram realizados, mas sdo propostos como
perspectivas para a continuidade da compreensdao da termodindmica desse sistema
possibilitando ainda a inclusdo dos demais complexos envolvidos na incorporagdo de Sec em

E. coli.

Tabela 10 — Parametros termodinamicos dos complexos de SelB.

AS =
AH (kcalimol) Ko (nM) AG(QCZ/T;{:)(I*)(D) (AH - AG)IT

(kcal/mol)

SelB.GTP 840+003  124+8  -932+008  0,02+0,01
SelB.GTP.RNAS® 6,18+005 249+49  899+011  0,01+0,01
SelB.GTPIRNASCSECIS 2384009  77+3  -970+002 0,02 +0,01

Fonte: Elaborada pelo autor.
4.5.2.5 Analise de mobilidade eletroforética

A fim de obter mais informag®es sobre a interagdo entre SelB com tRNA> e SECIS e
determinar a razdo estequiométrica de interacdo entre essas macromoléculas, ensaios de
deslocamento de mobilidade eletroforética qualitativa em condi¢des nativas, ou gel-shift,
foram realizados, monitorando-se as moléculas de RNAs marcadas com fluoresceina a [1 uM]
(valor 5 vezes acima da constante de interacdo SelB.GTP).

Amostra de SelB foi utilizada como controle, bem como tRNA®* e SECIS*, todos a
1 UM e preparados em tampédo E. Assim como esperado, SelB ndo apresentou sinal no
experimento, sendo especifico para monitoramento dos RNAs (Figura 52). O sinal mais
intenso do tRNA®® deve-se ao fato deste apresentar enovelamento superior em relacéo ao
elemento SECIS e, consequentemente, ser capaz de parear uma quantidade maior de
moléculas de SyBr® Safe (Thermofisher).

No primeiro grupo analisado no gel de agarose 2%, concentragdes crescente de
SelB.GTP foram acrescidas em razdes molares de 0,5, 1 e 2 vezes & concentragdo de tRNAS,

Interessantemente, a razdo 1tRNA%:0,5SelB.GTP ndo apresentou deslocamento em gel, fato
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esse diferente ao observado para as demais estequiometrias (1:1 e 1:2), em que complexos de
mais alta massa (migragdo menor em gel) foram observados. Esse fato corrobora com a ideia
de SelB possuir uma razdo estequiométrica com o tRNAS de 1SelB.GTP: 1tRNA®,

tRNASe SECIS tRNASS/SECIS
| \ |
(. L 12 [ s L 1:2 Y. 1 12|
1:0,5 SelB.GTP ' seig.grp | 1102 SelB.GTP
SelB| tRNAS® | : | seas| S

Figura 52 — Ensaios de deslocamento de mobilidade eletroforética qualitativa em condic¢Ges nativas. Foram
utilizadas as amostras SelB, tRNA>** e SECIS como controles & 1 pM e titulagBes de
concentragdes em razdes estequiométricas (0,5:1; 1:1 e 2:1).

Fonte: Elaborada pelo autor.

Por outro lado, a tentativa de formacdo do complexo SelB.GTP.SECIS* nédo resultou
na formacdo de complexos macromoleculares de massa superior, isto é, todas as amostras
monitoradas permaneceram na mesma altura em gel relativas ao SECIS* utilizado como
controle independentemente da razdo estequiométrica utilizada. Apesar de apresentar um
valor de Kp baixo (57 £ 13 nM) para essa interacdo, esse complexo apresentou
comportamento diferenciado ao tRNA*, onde a presenca de ambos 0os RNAs se mostrou
necessaria para manter o complexo estavel o suficiente para observacdo do aumento de massa
nesse experimento.

Porém, utilizando-se de ambos os RNAs no preparo (tRNA>* e SECIS*) foi
observado um comportamento totalmente distinto ao observado previamente. Complexos
macromoleculares de massa molecular superior foram observados até mesmo em razéo

estequiométrica inferior a razo equimolar, indicando a formag&o do complexo quaternério
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SelB.GTP.tRNA®*.SECIS sem resquicios de RNAs livres. Esse resultado corrobora com a
hip6tese previamente proposta da sequéncia de eventos, onde o complexo mais estavel
formado necessita da presenca de ambos os RNAs interagindo sequencialmente como

esquematizado na figura 48.

4.6  Analise da estabilidade térmica por calorimetria de varredura diferencial (DSC)

dos complexos envolvendo SelB

A formagdo dos complexos proteina-RNA e proteina-nucleotideo foram confirmadas
através de experimentos de calorimetria diferencial de varredura (DSC) utilizando
concentracdes fixas de 14 UM tRNAS®, 12 uM SECIS, 14 uM tRNAM? e 7 uM SelB nas
analises dos complexo binario (SelB.tRNAS®), ternarios (SelB.GTPIRNA®® e
SelB.GTP.SECIS) e quartenario (SelB.GTP.tRNA®®.SECIS). Além disso, experimentos que
envolveram nucleotideos de guanina foram acrescidos de 100 pM de GTP e GDP,
respectivamente para cada experimento. A partir dos termogramas obtidos (Figura 53) foi
possivel determinar os valores de Tr, para cada complexo analisado além da C,™ (capacidade
calorifica a pressdo constante maxima). Os resultados sdo expressos na tabela 11 e essas
andlises foram realizadas em colaboracdo com o Dr. Luis Guilherme Mansor Basso (USP-
Ribeirdo Preto).
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Figura 53 — Termogramas das analises de DSC dos complexos formados.
Fonte: Elaborada pelo autor.*

$Em colaboracdo com o Dr. Luis Guilherme Mansor Basso (FFCLRP/USP).



179

O valor de T, obtido para SelB (47,4 = 0,2) °C foi distinto ao previamente
determinado por CD (48,2 £ 0,4) °C mesmo ap0s ambas serem tratadas de maneira analoga
no processo de retirada de RNAs enddgenos. Essa diferenca de 0,8 °C deve estar relacionada
as etapas de desenovelamento de cada dominio de SelB separadamente, onde o ajuste do
termograma feito por um modelo de dois estados (enovelado/desenovelado) ndo apresentou o
melhor ajuste possivel. Apesar disso, ainda foi a melhor escolha de modelo para a
determinacdo de estados de transicdo, uma vez que aparentemente os dominio podem se
desenovelar independentemente.

Todos os complexos analisados (Tabela 11) apresentaram deslocamento de TS
positivos (AT > 0), contudo o complexo quaternario SelB.GTPtRNA>*.SECIS apresentou 0
melhor termograma de transi¢do, com a curva melhor definida e melhor ajuste utilizando um

potencial de dois estados. Esse fato é um indicio de um complexo termicamente mais estavel.

Tabela 11 — Parametros termodinamicos dos complexos de SelB por DSC.

Amostras Timax (°C) AH_ (kcal/mol)
SelB 47,4 +0,2 210 + 10
SelB.GTP 48,1+0,1 220 + 20
SelB.tRNA® 49,0+0,1 210 + 10
SelB.GTPtRNAS® 48,9+0,1 260 + 10
SelB.GTP.SECIS 48,7+0,1 240 + 10
SelB.GTPtRNA>*.SECIS 48,7+ 0,2 240 *+ 10

Fonte: Elaborada pelo autor.

A analise de SelB.GTP resultou em uma diferenca de 2,2 °C, cuja discrepancia pode
também estar relacionada ao desenovelamento diferencial de cada dominio de SelB.
Complementarmente, o complexo SelB.GDP (inset da figura 53) também revelou uma ATy,
positiva, como esperado e previamente mostrado por CD.

Comparando-se a T, de SelB, os deslocamentos de TS para valores superiores

indicam complexos termicamente mais estaveis (T, > T8

) corroborando com os
dados de formacgdo de complexos macromoleculares observados anteriormente por outras

técnicas.
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4.7  Mapeamento da superficie de interacdo de SelB com os RNAs especificos

Até 2015 ndo havia informacdes estruturais suficientemente relevantes de SelB ou
homdlogos. Para incrementar o conhecimento estrutural dessa macromolécula foram
realizados experimentos de mapeamento da superficie de contato com os RNAs especificos
atraves de troca isotrépica dos hidrogénios presentes nas amidas da cadeia principal, desde
gue expostas ao solvente, por deutério (Troca HDX) acoplada com a espectrometria de massas
(HDX-MS). Esses experimentos foram conduzidos em colaboracdo com a Dra. Bibiana
Monsor e o Prof. Dr. Méario Sérgio Palma (CEIS/UNESP — RC).

Inicialmente, amostras de SelB foram preparadas em tampdo de analise acidificado
(&cido formico adicionado) e submetidas a acdo da pepsina (P6887, Sigma-Aldrich) por
tempo determinado para a agdo da protease. A pepsina age de maneira promiscua clivando nos
sitios: Phe-Val, GIn-His, Glu-Ala, Ala-Leu, Leu-Tyr, Tyr-Leu, Gly-Phe, Phe-Phe e Phe-Tyr.
Dessa maneira obtemos uma grande quantidade de peptideos e com possiveis sobreposicoes, 0
que favorece as analises.

A amostra clivada foi entdo analisada em espectrometro de massas micrOTOF-QII
(Bruker Daltonics) utilizando diferentes filtros de m/z (relacdo massa/carga dos peptideos) o
que permitiu observar diferentes tamanhos de peptideos obtidos. A partir dos valores de m/z
observados experimentalmente e confrontados com a tabela predita pelo servidor
PeptideCutter, foi possivel identificar 79 peptideos, isto €, uma cobertura de 52% da estrutura
primaria de SelB. Para a correta identificacdo dos peptideos Unicos de SelB, foram excluidos
0s peptideos provindos da autoclivagem da pepsina.

Posteriormente, a amostra de SelB foi sujeita a marcacdo com 75% de Oxido de
deutério (D,O) por 5 e 30 minutos, respectivamente, e submetida as mesmas analises
previamente realizadas para SelB sem marcacdo (Figura 54). Através de um mapeamento por
mapa de calor (heat map) foi possivel identificar os peptideos e suas respectivas taxas de
incorporacdo de deutério na sequéncia priméria de SelB (Figura 54-A) ou nos modelos
tridimensionais construidos pela modelagem tedrica realizada inicialmente nesse projeto
(Figura54-B e C).
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Figura 54 — Mapeamento da superficie acessivel ao solvente de SelB através de HDX. (A) Heat map da
estrutura primaria de SelB para o tempo de 30 min de incoporacdo de deutério para 0s
complexos SelB.GTP. Legenda do percentual de incorporacdo: 0-10% - azul escuro, 10-12,5% -
azul, 12,5-20% - azul claro, 20-25% - ciano, 25-30% - verde escuro, 30-45% - verde claro, 45-
55% amarelo, 55-70% - laranja, 70-80% marrom e 80-100% vermelho. Heat map da taxa de
incorporacdo de deutério, para o complexo ternario (B) e quaternario (C), no modelo estrutural

de SelB obtido por modelagem por homologia representado em cartoon e superficie.

Fonte: Elaborada pelo autor.
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E evidente que para tempos maiores (T3 min), SelB apresenta maior taxa de
incorporacdo com deutério apresentando uma quantidade maior de regides em vermelho, 80-
100% de incorporacao (Figura 54-C). Além disso, foram encontrados apenas 65 peptideos (14
a menos que SelB Ts min), o que torna o mapeamento deficitario para esse tempo de
incorporagéo.

Interessantemente, SelB apresenta regibes conservadas com baixa incorporagdo (<
25%) em regides internalizadas mesmo para tempos longos, caso das sequéncias 1144-A149,
L157-H160 ou R236-L239. Contudo, a superficie da molécula possui uma taxa de
incorporagéo elevada (> 50%) em praticamente toda sua extenséo.

As proximas andlises consistiram na inclusdo dos RNAs especificos de SelB na
presenca de concentracOes saturantes de GTP, o que favorece a interacdo dessas
macromoléculas. As amostras do complexo ternario SelB.GTP.tRNA>® foram analisadas em
tempo de incorporacdo longo (30 min) seguindo as mesmas etapas experimentais (Figura 55-
Ae B).

A intencdo de acrescentar o tRNA>® foi ocluir a superficie de SelB, o que
consequentemente ficou menos acessivel ao solvente e acdo de marcacdo com D,0O. Foram
identificados 72 peptideos, ou seja, 49% de cobertura da sequéncia de SelB. Contudo, 0s
resultados revelaram informac6es cruciais da formagdo do complexo ternério.

As regibes Q280-L284, H292-R296, D310-T311 e R447-L450 apresentaram
decréscimo na taxa de incorporacdo de deutério comparado com 0 mesmo tempo de
marcacgdo, logo, estavam menos acessiveis ao solvente (Figura 55-A). Esse fato indica a
regido na qual o tRNA>* interagiu, de modo que ao se comparar com o modelo gerado
previamente na secdo 4.1.2 foi possivel identificar uma interacdo crucial entre o bracgo
varidvel e a regido R447-L450 (Figura 55-B). Esse resultado vai de acordo com os trabalhos
recentemente publicados sobre o possivel reconhecimento e interacdo do braco variavel com
SelB e com os resultados provindos do projeto de mestrado do aluno Adriano de Freitas
Fernandes onde séo apresentadas pela primeira vez as constantes de dissociacdo de mutagdes
presentes em todos os bragos do tRNAS®, concluindo que a estrutura em questdo é crucial

para o reconhecimento por SelB (dissertacdo e manuscrito em preparat;émo).”‘110
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Figura 55 — Mapeamento da superficie acessivel ao solvente dos complexos de SelB através de HDX. (A) Heat map
da estrutura primaria de SelB para o tempo de 30 min de incoporacdo de deutério para os complexos
SelB.GTP.tRNAS® e SelB.GTP.tRNAS®.SECIS. Legenda do percentual de incorporagdo: 0-10% - azul
escuro, 10-12,5% - azul, 12,5-20% - azul claro, 20-25% - ciano, 25-30% - verde escuro, 30-45% - verde
claro, 45-55% amarelo, 55-70% - laranja, 70-80% marrom e 80-100% vermelho. Heat map da taxa de
incorporacéo de deutério, para o complexo ternario (B) e quaternario (C), no modelo estrutural de SelB
obtido por modelagem por homologia representado em cartoon e superficie.

Fonte: Elaborada pelo autor.
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Por fim, o complexo quaternéario SelB.GTP.tRNA3* SECIS foi analisado, obtendo-se a
mesma cobertura que o complexo ternério (Figura 55-A). Sabidamente SelB interage com
SECIS através da WHD4, ou dominio C-terminal, logo, as regides de diminuicdo da taxa de
incorporacgdo de SelB foram encontradas nessa regido. Os peptideos R510-E520, G534-Y544
e N555-E562 apresentaram decréscimo significativo na incorporacdo de deutério, indicando
assim serem 0s responsaveis pelo reconhecimento de SECIS (Figura 55-C) o que indica a
correta posicdo do elemento SECIS presente na estrutura cristalografica obtida para o
truncamento desse dominio em complexo com o loop apical (PDB.ID 2UWM) e com o
modelo previamente proposto na secéo inicial do capitulo de resultados e discussdes. Essas
informacbes foram recentemente confirmadas atraves da estrutura do complexo
ribossomo.SelB.GTP.tRNA>*.SECIS obtido por Cryo-EM."

4.8  Mudancas conformacionais de SelB na interagdo com os RNAs

Os EFs, incluindo SelB, apresentam mudanca conformacional quando interagem com
GTP¥, 0 que permite um enovelamento tal que favorece a interagdo com o respectivo tRNA e
mantém o GTP numa posicéo conhecida como GTP ativado.”*®" Porém, ndo existem estudos
até 0 momento que garantam uma mudan¢a de conformacdo na interacdo com o tRNA
especifico e, mais ainda, para SelB que deve interagir com dois RNAs distintos.

Com o intuito de verificar possiveis mudancas conformacionais de SelB.GTP ao
interagir com o tRNA> e posteriormente SECIS, medidas de espectroscopia de infra-
vermelho foram realizadas. Semelhantemente ao CD, essa técnica permite a determinacgdo do
percentual de estruturas secundarias da amostra analisadas. No entanto, pelo fato dos modos
normais de vibracdo dos RNAs (1240 - 1075 cm™) serem distintos dos presentes em proteinas
(1700 — 1600 cm™), possibilita uma analise sem que haja contribuicdo dos 4cidos nucléicos.
Os experimentos e anélises foram realizados em colaboracdo com o Prof. Dr. Marindnio
Cornélio do IBILCE/UNESP.

Inicialmente, foi realizada a analise do espectro IR-médio das varreduras para SelB.
De inicio, os pequenos spikes experimentais foram removidos, tendo por base a avaliagdo do
desvio do espectro de segunda derivada, que seria reprovado no caso do desvio das
frequéncias ultrapassarem um nimero maior que 6 cm™. Abaixo desse valor foi considerado
como toleravel, pois as bandas de assinalamento séo largas e o0s assinalamentos de estruturas
secundarias mantem-se estaveis dentro dessa variag&o.

Na primeira etapa, foram utilizadas sete curvas gaussianas para o ajuste da banda da
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amida-I analisada. As posigdes centrais de cada gaussiana foram estabelecidas de acordo com
as estruturas secundarias e os assinalamentos previamente conhecidos para cada estrutura

secundaria (Figura 56-A).
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Figura 56 — Quantificacfo das estruturas secundarias de SelB e variagdo na presenca dos RNAs (A) Anélise
da banda da amida-I de SelB.GTP com ajuste da curva de deconvolucéo pelas 7 gaussianas (B -
1610 cm™, By - 1623 cm™, B - 1633 cm™, randdmicas - 1644 cm™, a-hélices - 1654 cm™ volta -
1674 cm™, Br - 1690 cm™). (B) Espectro de diferenca SelB.GTP.tRNA®® — SelB.GTP. (C)
Espectro de diferenca SelB.GTP.tRNA3*.SECIS - SelB.GTP.tRNA".

Fonte: Elaborada pelo autor.®

Os percentuais de estrutura secundaria para SelB.GTP, apresentados na tabela 12,
estdo de acordo com o percentual conhecido da literatura. Este é dado pelas estruturas

homélogas resolvidas, 25197

através dos primeiros resultados de SelB de E. coli por meio de
medidas de CD e pelos resultados previamente apresentados nesse trabalho na secédo
441

Para as analises dos complexos cujos RNAs sdo presentes, foi utilizada a metodologia
de espectros de diferenca, onde o espectro deconvoluido do complexo de interesse foi
subtraido do complexo anterior para a analise da diferenca do sinal provindo por eventuais
mudancas de estruturas secundérias. Sendo assim, o complexo ternario SelB.GTP.tRNAS®
teve seu espectro subtraido de SelB.GTP (Figura 56-B) e 0s maximos e minimos observaveis
trazem a informacdo necessaria das mudancas conformacionais, também apresentadas na

Tabela 12.

%Em colaboragéo com o Prof. Dr. Marin6nio Cornélio (UNESP/SJRP).
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Destaca-se a variagdo de estrutura em a-hélices com um aumento de 2,4 vezes e
consequente diminuicdo de estruturas em volta (1,4 vezes) e em fitas-pL (17,6 vezes). Além
disso, fica evidente uma alteragdo de fitas-BL para fitas-B|.Essa mudancga de estruturagéo

secundaria deve ocorrer para permitir a correta acomodacao do tRNA®® nas WHD 2 e 3.

Tabela 12 — Percentual de estruturas secundarias para cada complexo macromolecular analisado.

Estrutura SelB.GTP SelB.GTPRNAS®  SelB.GTP.tRNASC SECIS

secundaria
BL (1690 cm™) 2,9 2,3 2,1

\olta
(1674 ) 16,1 11,6 9,8
a-hélices

(1654 cmY) 15,6 37,2 39,9

Randomicas

(1644 cm'Y) 23,1 22,4 11,3
BL (1633 cm™) 29,9 1,7 24.6
B (1623 cm™) 2,2 22,8 10
BL(1610 cm™) 10 1,8 2,2

Fonte: Elaborada pelo autor.’

Analogamente, o espectro de diferenca do complexo quaternario
SelB.GTPtRNA>*.SECIS foi obtido pela subtragdo do espectro previamente obtido para
SelB.GTPtRNA*. O aspecto que ressalta para esse complexo foi a diminuicdo consideravel
de estruturas randémicas, ou seja, ndo estruturadas de 22,4% para 11,3%. Isso indica um
ganho de estruturacdo secundaria dividida entre estruturas em hélices e fitas com uma
contribuicdo majoritaria para fitas-pL (28,9% ao total). Esse resultado mostra que a conexao
entre as WHDs 3 e 4 ndo € estruturada, e deve se enovelar em contribuicdes de fitas-p quando

0 complexo quaternario é montado.

% Em colaboragdo com o Prof. Dr. Marindnio Cornélio (UNESP/SJRP).
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Figura 57 — Analise 2D dos espectros de FTIR. (A) Analise do espectro sincréno e (B) do espectro
assincrono, indicando a formagio preferencial de estruturas secundarias em a-hélices.
Fonte: Elaborada pelo autor.®

Sabendo a sequéncia de eventos de interacdo previamente determinada pelas demais
técnicas utilizadas, foi possivel a construcdo de uma representacdo bidimensional da variacdo
de estruturas secundarias ao analisar os espectros de diferenca de SelB.GTP.tRNAS
comparativo & SelB.GTP (Figura 57-A) e do complexo quaternario SelB.GTP.tRNA*.SECIS
com relacdo ao complexo ternario (Figura 57-B). Isso permite a indicacdo visual de uma
elevada variagdo nos elementos de estrutura em a-hélices na formacdo dos complexos, 0 que
sugere em ganho de estruturas desse tipo ao interagir com os RNAs especificos da via,
podendo servir como reconhecimento para o favorecimento da interacdo com o parceiro
subsequente na via de biossintese de Sec.

Esses resultados devem ser confirmados através da resolucdo estrutural dos complexos

ternarios e quaternario, preditos nas perspectivas futuras da continuidade desse projeto.
4.9  Analises estruturais dos complexos

Como ja mencionado previamente, no inicio desse projeto eram escassas as
informagdes estruturais relevantes sobre SelB e seus complexos. Portanto, estudos relativos a
obtencdo de informagdes estruturais se faziam cruciais para a validacdo dos modelo tedricos
de interacdo bem como angariar informacOes desse sistema. Por isso, medidas de
espalhamento de raios-X a baixo &ngulo, tentativas de cristalizacdo e estudos por microscopia

eletronica de transmissdo foram amplamente utilizados nesse projeto.

% Em colaboragdo com o Prof. Dr. Marindnio Cornélio (UNESP/SJRP).
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4.9.1 Modelos a baixa resolucédo de SelB e seus complexos

Devido a necessidade de obtencdo de informacgbes estruturais de SelB e seus
complexos, foram realizados esforcos para determinar os modelos a baixa resolucdo através
de espalhamento de raios-X a baixo angulo (SAXS). Em colabora¢do com o Prof. Dr. Mério
de Oliveira Neto (UNESP/Botucatu) e do aluno Adriano de Freitas Fernandes. As curvas
experimentais de espalhamento foram coletadas na linha de luz sincrotron SAXS-1 do
LNLS/CNPEM utilizando as concentracdes de 15 UM e concentraces idénticas para 0s
complexos SelB.GTP, SelB.GTP.tRNA>* e SelB.GTP.tRNA*.SECIS (Figura 58). Somado a
isso, medidas do tRNA%® em solucdo também foram realizadas e analisadas para a

determinag&o de um envelope molecular para o tRNAS®.

(A) - SelBGTP (B)
SelB.GTP.tRNA®* - SelB.GTP
SelB.GTPtRNA® SECIS SelB.GTP.tRNA™
0,14 s SelB.GTP.IRNA® SECIS
0,01 4 \
7
_ Y
T 4E-3 Tt -
3 AL T T
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- 1E-4 - - Z 0,014 Hﬁi«'p.;,‘.);
g
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q(m’) q{nm™)

Figura 58 — Resultados das curvas de espalhamento de raios-X a baixo angulo. (A) Curvas de
espalhamento experimental das amostras SelB.GTP (o), SelB.GTPtRNA®® (A) e
SelB.GTPtRNAS®.SECIS (m). (B) Grafico representando o inicio das curvas de espalhamento
utilizados para a determinacdo do Raio de Guinier das amostras SelB.GTP (e),
SelB.GTP.tRNA* (A) e SelB.GTPtRNA*.SECIS (m), resultando nos raios 4,88; 5,21 e 5,33
nm, respectivamente.

Fonte: Elaborada pelo autor.*

A partir das curvas experimentais coletadas (Figura 58-A) foi possivel a determinacéao
do raio de giro, ou raio de Guinier (Rg), que consiste na aproximagéo da particula em solugdo
para um esfera de raio igual a Ry calculado pela analise da regido de baixo angulo do padréo
de espalhamento (gRy < 1,3). O tratamento das curvas experimentais de espalhamento
permitiu a determinagdo das curvas de distribuicdo de probabilidade (p(r)) dos complexos
apos o tratamento da subtracdo da constante de Porod, que foi previamente calculada, e o que

elimina o efeito da elevada flexibilidade das moléculas em solugéo (Figura 59).

*Em colaboracdo com o aluno de mestrado Adriano de Freitas Fernandes (IFSC/USP).
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Figura 59 — Curvas de distribuicdo de probabilidade p(r) obtida pela Transformada de Fourier das curvas de
espalhamento de raios-X. S30 mostradas as p(r) das amostras SelB.GTP (o), SelB.GTP.tRNAS®
(o) e SelB.GTPtRNAS®.SECIS (A). A partir desses dados foi possivel determinar o diametro
méaximo das particulas em solugdo como sendo: 14,65; 15,0 e 18,77 nm, respectivamente.

Fonte: Elaborada pelo autor.*

As curvas de distribuicdo refletem a probabilidade de &tomos da amostra de interesse
estarem presentes em funcdo da distancia radial da particula em solucdo. Essas informacGes
sdo cruciais para a determinacdo do diametro maximo (Dmsx) da molécula além do perfil da
curva refletir a forma em solucdo da distribuicdo eletrdnica da particula espalhadora. Dessa
forma, é possivel inferir um envelope molecular a baixa resolucdo baseando nos dados da
curva de distribuicdo obtidos sem a imposi¢do de simetria pelo método ab initio (P1) (Figura
60).

Analisando-se o perfil das curvas de distribuicdo fica nitido o aumento do Dy dos
complexos com o aumento da complexidade das interacdes, além de alterar as formas dos
complexos em solucdo. Isto é evidente pela mudanca nos pontos de inflexdo da curva para

didmetros grandes (r > 12 nm).

YEm colaboracdo com o aluno de mestrado Adriano de Freitas Fernandes (IFSC/USP).
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l + tRNASe® l + tRNASe®

SelB.GTPtRNASe®

+ tRNA> + tRNASe*
+ SECIS + SECIS

SelB.GTP.tRNA’.SECIS

Figura 60 — Modelos a baixa resolugdo dos envelopes moleculares dos complexos SelB.GTP,
SelB.GTP.tRNAS* e SelB.GTP.tRNAS*.SECIS. Os envelopes moleculares apresentados em
esferas (cinza) foram ajustados com as estruturas dos complexos gerados por modelagem
molecular (se¢fes 4.1.1 e 4.1.2) em que SelB foi representada em cartoon e colorida em
rainbow.

Fonte: Elaborada pelo autor.

O ajuste dos modelos estruturais realizados nos envelopes moleculares de baixa
resolucdo indicam a elevada flexibilidade dos complexos em solucdo mesmo apés a subtracao
da constante de Porod, fato esse constatado também pela analise do gréfico de Kratky (Figura
61).

Além disso, esses modelos ajudaram a corroborar com 0s modelos teoricos preditos
(secdo 4.1.2) e com os dados de mapeamento da superficie de interacdo de SelB com o0s
RNAs (se¢do 4.7). Isto foi possibilitados através do ajuste coerente no interior da densidade
gerada e com mudanca consideravel da forma dos complexos.

Embasando-se nas curvas experimentais (Figura 58-A) e nas curvas de distribuigdes

calculadas (Figura 59), foi possivel determinar os parametros contidos na tabela 13.
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Tabela 13 — Dados obtidos pelas analises de SAXS e determinagdo de parametros hidrodindmicos.

Massa molecular

, Raio de Guinier Rg/Rh
(kDa) Dmax (nm) (nm) g
SelB.GTP 78,0+10,3 14,65 4,880 + 0,004 154
SelB.GTP.tRNAS® 180,7 + 44,6 15,0 5,210 + 0,004 133
SelB.GTP.tRNAS*.SECIS 136 + 18 17,0 5,330 + 0,004
tRNAS 245+ 5,1 9,5 2,551 + 0,008

Fonte: Elaborada pelo autor.

A massa molecular estimada para cada complexo foi determinada utilizando o servidor
online SAXSMoW"* a partir da p(r) e obtencdo do gréfico de Kratky (Figura 61), como ja
mencionado, importante para a interpretacdo da flexibilidade da molécula em solucdo. Na
andlise do gréfico de Kratky fica evidente que SelB pode ser categorizada como uma proteina
com flexibilidade, assim como os demais complexos. O espalhamento é mais intenso dos
RNAs, uma vez que sao eletronicamente mais densos, assim, contribuem interferindo no
padréo de espalhamento em altos angulos (q > 3 A™), como o observado nas figuras 58-A e
61. Esses efeitos de interferéncia e baixa relacdo sinal/ruido também sdo ampliados devido a
baixa concentracdo dos complexos nas analises.

Além dos parametros hidrodindmicos usuais determinados por SAXS tais como massa
molecular dos complexos, diametro maximo e raio de giracédo em solucéo (Rg), utilizando os
dados previamente obtidos pelas analises de ultracentrifugacdo analitica foi possivel
determinar a raz&o entre o raio de Guinier (giragao, Rg) e o raio de Stokes (hidrodindmico, Rh)
R¢/Rh para dois dos complexos analisados, indicando novamente a elevada flexibilidade
desses complexos em solucdo, uma vez que proteinas globulares apresentam valor de
aproximadamente 0,775 enquanto que a maioria das proteinas com mais de 100 residuos de
aminoacidos possuem regides desestruturadas, o que faz com que esse valor seja de ~1,3. Por
fim, proteinas intrinsecamente desordenadas ou proteinas denaturadas apresentam valor de
R¢/Rh superior a 1,4.

As massas moleculares calculadas pela integracdo dos graficos de Kratky
apresentaram valores que divergiram dos valores preditos em aproximadamente 15%,
provavelmente pela interferéncia da flexibilidade das moléculas em solucdo. Contudo, fica
claro que as massas moleculares aumentam com o aumento do complexo, assim como o0 Rg e

Dmax ja mencionados.
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Figura 61 — Gréafico de Kratky dos complexos analisados revelando a flexibilidade dessas moléculas em
solucéo.
Fonte: Elaborada pelo autor.*

Além dos parametros ja apresentados, a constante de Porod que descreve a rugosidade
da superficie da particula em solucdo, ou seja, uma aproximacdo da area superficial das
moléculas, mostrou um aumento de 52% na formacdo do complexo ternario e de apenas 7%
entre os complexos ternario e quaternario. Isso mostra que a superficie da particula ndo deve
sofrer alteracBes bruscas na interacdo com o elemento SECIS, o que faz sentido dado a
pequena diferenca no volume e massa incorporados ao complexo.

As mesmas andlises foram realizadas para o conjunto de dados coletado para o
tRNA>® (Figura 62). A partir da média das curvas de espalhamento a baixo angulo (Figura
62-A) foi possivel determinar a curva de distribuicdo de probabilidade (Figura 62-B) e, assim,

gerar modelos estruturais do envelope molecular a baixa resolucéo (Figura 62-C).

*Em colaboracdo com o aluno de mestrado Adriano de Freitas Fernandes (IFSC/USP).
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Figura 62 — Resultados dos experimentos de SAXS para 0 tRNA® de E. coli. (A) Curvas de espalhamento
experimental de tRNAC. (B) Curvas de distribuicio de probabilidade p(r) obtida pela
Transformada de Fourier das curvas de espalhamento de raios-X, resultando no D« 9,5 nm.
(C) Modelos & baixa resolucéo dos envelopes moleculares do tRNA%*. O envelope molecular
apresentado em esferas (cinza) foi ajustado com a estrutura cristalografica do tRNA%* humano

(PDB.ID 3A3A) representado em cartoon.
Fonte: Elaborada pelo autor.

O envelope molecular gerado foi ajustado com a estrutura do tRNA®* humano
(PDB.ID 3A3A) e os parametros calculados foram representados na tabela 11, sendo
coerentes com o tamanho (Rg e Dmax) da particula. Além disso, 0 modelo obtido é semelhante
ao enovelamento candnico para os tRNAs e a dados prévios utilizando essa metodologia para

esse tipo de macromolécula.

4.9.2 Tentativas de cristalizacéo

Uma vez que informagdes estruturais sdo extremamente relevantes para a
compreensdo dos mecanismos aos quais as macromoléculas sdo participantes, ensaios de
cristalizacdo foram realizados com o objetivo de obter monocristais que apresentassem
padrdes de difragdo construtivos.

Para isso foram realizadas triagens iniciais de possiveis condi¢fes de cristalizacdo de
SelB e o complexo SelB.tRNA>*.SECIS, ambos em concentracdes saturantes de GTP. Dado o
baixo rendimento no processo de obtencdo dessa amostra, utilizou-se 16 L de cultura para a

expressdo e posterior purificacdo da amostra com a Unica finalidade desses testes iniciais de
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cristalizagéo.

Como SelB possui diferentes dominios conectados por links extremamente flexiveis,
as tentativas de cristalizacdo se tornam um objetivo realmente desafiador. Contudo, mesmo
com enovelamento complexo e ndo favoravel para a formacdo de contatos cristalinos, foi

possivel obter monocristais (Figura 63) em algumas condi¢es testadas (Tabela 14).

Tabela 14 — Condic¢des favoraveis de cristalizacdo de SelB.

A B C D
(SelB.GTP) (SelB.GTP.RNAS) (SelB.GTP.RNAS) (SelB.GTP)
Crystal Screen HT SG1 HT-96 Morpheus JCSG-plus HT-96

(HAMPTON (Molecular (Molecular (Molecular
RESEARCH) Dimensions) Dimensions) Dimensions)
. . E03: 0,1 M Hepes A03: 0,1 buffer FO01: 0,1 M MES
AD4: O'lH'\g g'S/HCI pH 7,5 system 1 pH 6,5 0,05 M cloreto de
20 I\ﬁsuh;ato de 0,2 M cloreto de 0,06 M divalentes césio
' AMeNio magnésio 50% v/v precipitantes 30% v/v Jeffamina ®
30% v/v PEG 400 4 M-600

Fonte: Elaborada pelo autor.

Todos os testes realizados no equipamento de raio-X Rigaku R-AXIS-IV*" (Rigaku),
gue possuimos no laboratério de biologia estrutural (LBEst-IFSC/USP), foram infrutiferos e
ndo foi possivel obter nenhum padréo de difracdo significativo para proceder com a resolucéao
estrutural. Devido a isso, os cristais foram congelados e serdo coletados na linha de luz
sincrotron MX-2 do Laboratério Nacional de Luz Sincrotron (LNLS-CNPEM) e em SOLEIL
(Franca) em datas futuras, sendo assim uma das perspectivas em aberto para a continuidade

do projeto.
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Figura 63 — Ensaios de cristalizacdo de SelB e seus complexos. (A) Cristal obtido para a amostra SelB.GTP
com o kit comercial CS (Hampton Research) condicdo A04. (B) Cristal do complexo
SelB.GTP.tRNA® SECIS kit SG1 (Molecular Dimensions) condicdo E03. (C) Cristal do
complexo SelB.GTP.tRNA3*.SECIS kit Morpheus (Molecular Dimensions) condigdo A03. (D)
Cristal obtido para a amostra SelB.GTP com o kit comercial JCSG+ HT-96 (Molecular
Dimensions) condicdo FO1. Todos esses cristais foram obtidos no sistema automatizado
HoneyBee 963 (DigilLab) com micro gotas de 0,2 uL de amostra ¢ mesmo volume de solucdo
do poco em placas de 96 ensaios simultdneos no método de sitting drop e as imagens dos
cristais foram coletadas utilizando um estereo-microscopio Discovery.V20 acoplado a uma
camera AxioCam MRc-5 (Zeiss) e software integrado.

Fonte: Elaborada pelo autor.

4.9.3 Estudos por microscopia eletronica de transmissao

Finalmente, a metodologia de microscopia eletrbnica de transmissdao (TEM) vem
sendo empregadas no estudo desse sistema desde 2011 em colabora¢do com o Dr. Rodrigo
Villares Portugal do Laboratério Nacional de Nanotecnologia (LNNano — CNPEM).
Experimentos utilizando contraste negativo (negative stain, NS-EM) e preparo em gelo vitreo
(Cryo-EM) foram publicados recentemente por nosso grupo de pesquisa e colaboradores,®

apesar de ser uma técnica recentemente implantada no Brasil. Devido a isso, experimentos
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foram realizados no Netherland Centre of Nanoscopy (NeCEN) vinculado a Universiteit
Leiden (Holanda) no periodo de doutoramento sanduiche (Janeiro a Julho de 2015) pelo

programa “Ciéncia Sem Fronteiras” (CsF - CNPQ).
4.9.3.1 Complexos de interagdo com ribossomo

A auséncia de informacOes estruturais de SelB motivaram estudos por diferentes
abordagens, dentre elas a microscopia eletronica de tranmissdo (TEM). Contudo, SelB e os
complexos com os RNAs ndo possuem massa e tamanho suficientes para a utilizagdo dessa
metodologia. Por isso, a associacdo com uma macromolécula maior seria necessaria. Haja
visto que SelB e seus complexos interagem com o ribossomo (secdo 4.5.2.2) e sdo estaveis
(secdo 4.6), estudos estruturais utilizando TEM foram iniciados.

Foram coletados 4 conjuntos de dados utilizando preparo em contrate negativo com
2% de acetato de uranila: (i) ribossomo (Figura 64-A); ii) ribossomo.SelB.GTP (Figura 64-B);
iii) ribossomo.SelB.GTPtRNA>* (Figura 64-C) e iv) ribossomo.SelB.GTP.tRNA®.SECIS
(Figura 64-D). Cada conjunto de dados possui 12 imagens coletadas em um microscépio
eletrbnico de transmissdo FEI Tecnai G?F20 HRTEM single-tilt (Laboratério de
Caracterizacdo Estrutural — LCE/DeMa - UFSCar) operando em 200 kV em uma camera TIA
1 Mp (FEI) de alta resolugdo utilizando 1 segundo de exposi¢éo e -5 pm de defocus.

A amostra contendo somente o ribossomo montado foi utilizada como controle da
correta montagem do complexo ribossomal ap6s a diluicdo em tampdo 100 mM fosfato de
potassio pH 7,0; 0,5 mM EDTA; 150 mM NaCl; 5 mM MgSO,. Conferiu-se a
monodispersividade e tamanho da particula visualizada, sendo condizentes com o ribossomo

procariético (~ 25 nm).
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Figura 64 — Visualizagdo dos complexos macromoleculares por TEM. (A) Imagem de ribossomo de E. coli
corretamente associado, monodisperso e com dimensdes esperadas (~ 25 nm). (B) Complexo
ribossomo.SelB.GTP. (C) Complexo ribossomo.SelB.GTP.tRNAS®. (D) Complexo
ribossomo.SelB.tRNA®.SECIS. Todas as imagens foram obtidos em um Microscopio
Eletronico de Transmissdo FEI Tecnai G?F20 HRTEM single-tilt (Laboratério de
Caracterizagdo Estrutural — LCE/DeMa - UFSCar) operando em 200 kV em uma camera TIA

1 Mp (FEI) de alta resolucéo utilizando 1 segundo de exposicao e -5 um de defocus.
Fonte: Elaborada pelo autor.

As 12 imagens coletadas foram tratadas utilizando o pacote de programas IMAGIC 4-

D™ n&o sendo necesséria a correcdo da funcdo de transferéncia de contraste (contrast
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transfer function, CTF) devido a baixa resolucdo observada e alta defocagem utilizada.
Encontraram-se aproximadamente 380 particulas isoladas de ribossomo de E. coli pré-
selecionadas manualmente, das quais 120 foram posteriormente selecionadas como sendo as
melhores e mais representativas para dar continuidade ao processamento de dados.

As imagens possuiam um bom contraste dado o tamanho da particula em anélise e o
elevado valor de defocus utilizado (~ 5um) como o observado nos exemplos da figura 65-A.
As particulas selecionadas foram entdo utilizadas no processo de atribuicdo angular, onde
cada particula representa uma projecdo com valores de angulos (o, p e y) especificos e que

foram vinculados para a obteng¢éo de um modelo tridimensional (Figura 65-B).

(A)

Figura 65— Processamento de dados do conjunto controle do complexo ribossomal. (A) Imagens de
ribossomo de E. coli. (B) Particulas selecionadas para a reconstrugdo tridimensional pelo
processamento utilizando o pacote IMAGIC-4D."*! As linhas superiores de cada bloco de
particulas representa a particula isolada e logo abaixo sua respectiva reprojecao obtida do
modelo tridimensional reconstruido. As reprojecdes foram utilizadas como referéncias para a
melhoria do alinhamento roto-translacional das particulas e, consequentemente, melhoria no
modelo tridimensional reconstruido.

Fonte: Elaborada pelo autor.

Apos etapas iterativas de selecdo de particulas e atribuicdo angular, um modelo
tridimensional & baixa resolugdo foi obtido (~ 40 A). A cada passo de processamento, novas
reprojecdes foram criadas e serviram como referéncias para novos alinhamentos rotacionais e
translacionais das particulas, a fim de melhorar o modelo final, através do processo de
alinhamento roto-translacional pelo alinhamento multi referéncia (multireference alignment,
MRA). Apos este alinhamento, novos ciclos MRA-MSA foram realizados no mesmo conjunto
de dados de particulas previamente selecionadas. As reprojecdes (linha inferior da figura
65-B) foram usadas como referéncias até que o modelo convergiu e estabilizou, isto é,
imagens e reprojecdes sdo idénticas, como o observado na referida figura. Apds 7 passos de
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alinhamento, o modelo final foi gerado e ajustado com a estrutura cristalografica de alta
resolucdo do complexo ribossomal de E. coli (PDB.ID 51T8), evidenciando o ajuste correto da

estrutura dentro do mapa de densidade obtido, mesmo que em baixa resolucdo (Figura 66).

Figura 66 — Reconstrucdo tridimensional do complexo ribossomal de E. coli. Através do processamento de
dados e atribui¢cdo angular as 120 imagens selecionadas foi possivel obter um modelo estrutural,
representado em superficie azul, 2 40 A de resolucdo do ribossomo de E. coli que ajustou com a
estrutura cristalografica recentemente melhorada (PDB. ID 5IT8), representada em fitas e

hélices em preto.
Fonte: Elaborada pelo autor.
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A baixa resolugio obtida, ~ 40 A, foi determinada pela equag&o 10 a seguir. Ela esta
relacionada com a camera utilizada, que ndo é a ideal para esse tipo de andlise (TIA 1K,1K
camera - FEI). Além disso, as poucas imagens coletadas (12) acarretou em poucas particulas
(120). O alto valor de defocagem empregado (~ 5um) melhora a visualiza¢do das particulas
pelo aumento de contraste, mas em contrapartida diminui significativamente a resolugéo

méaxima a ser obtida para o conjunto de dados.

A
B pixel
- [Resoluggio(A)]

2.39

CUt — Oﬁ: Highfrequecy (A) (10)

Um filtro de 0,2 no espaco de frequéncias (espaco reciproco ou espaco de Fourier)
para altas frequéncias (high frequency) foi empregado ao longo do processamento. Isso
favoreceu a visualizacdo da particula e determinacdes de seus contornos, no entanto, limitou a
resolucdo em 40 A. Todavia, a ndo utilizacdo desse filtro agressivo nio afetaria a resolucéo da
particula, haja vista os itens mencionados a cima.

Mesmo sendo um modelo a baixa resolucdo, foi possivel mostrar a correta montagem
do complexo ribossomal comercial, servindo como controle para 0s experimentos que
envolveram essa macromolécula. Além disso, a proposta inicial de visualizacdo dos
complexos na presenca de SelB e os RNAs especificos podem ser realizadas através da
analise de um mapa de diferenca dos complexo com o modelo de ribossomo de E. coli
apresentado. Isso porque é possivel subtrair um mapa de densidade do outro, criando um
mapa das densidades resultados, ou seja, 0 que ha de diferente presente no complexo.

Com isso, as coletas de dados do complexo ribossomo.SelB.GTP foram realizadas e o
processamento transcorreu de maneira analoga ao descrito anteriormente para o ribossomo
(Figura 67). Sabendo previamente que esse complexo macromolecular ndo hidrolisa GTP
(secdo 4.6) e por isso deve ser estavel para as anélises estruturais propostas por TEM.

O processamento nesse conjunto de dados até o momento resultou em 322 particulas
isoladas inicialmente selecionadas e esse conjunto de dados foi posteriormente reduzido para
115 das melhores particulas encontradas. O conjunto de dados tem sido constantemente
processado, no entanto, apresenta problemas de alinhamento e, conssequentemente, prejudica
a obtencdo de um modelo estrutural satisfatério. Por isso, a continuidade desse processamento

de dados e melhoria do modelo obtido atraves da reconstrucédo tridimensional dessas imagens
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de projecdo se fazem presentes nas atividades propostas para a continuidade desse projeto no
capitulo de perspectivas futuras (Capitulo V).

(A)

Figura 67 — Processamento de dados do conjunto controle do complexo ribossomo.SelB.GTP. (A) Imagens
coletadas do complexo ribossomo.SelB.GTP. (B) Particulas selecionadas para a reconstrucéo
tridimensional pelo processamento utilizando o pacote IMAGIC-4D.™" As linhas superiores de
cada bloco de particulas representa a particula isolada e logo abaixo sua respectiva reprojecao
obtida do modelo tridimensional reconstruido.

Fonte: Elaborada pelo autor.

Somado a isso, 0s conjuntos de dados dos complexos macromoleculares
ribossomo.SelB.GTP.tRNA>® e ribossomo.SelB.GTP.tRNA*.SECIS foram coletados (Figura
68) e também ndo foram processados em sua totalidade. Como perspectiva futura, o
processamento desses conjuntos de dados sera realizado bem como o mapa de diferenca entre
os complexos analisados, provendo assim os modelos estruturais dos complexos SelB e
interagBes com seus RNAs especificos.

Por fim, esse modelo estrutural podera ser comparado a estrutura obtida recentemente
por crio-microscopia eletrdnica de transmissdo por andlise de particula isolada, que resultou
em uma resolucdo de 3,6 A para o complexo bacteriano ribossomo.SelB.GTP.tRNA®® SECIS.
Apesar de ja haver a estrutura desse complexo macromolecular, é fundamental para o
estabelecimento dessa técnica incipiente no pais, além de contribuir com os dados coletados e
inicialmente processados antes da publicagdo desse trabalho realizado no Max Planck Institute

(Alemanha), centro renomado na técnica em questao.
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(A) (8)

Figura 68 — Visualizagio dos complexos macromoleculares  ribossomo.SelB.GTPARNAS e
SelB.GTPtRNA®SECIS por TEM. (A) Imagens coletadas do complexo
ribossomo.SelB.GTP.tRNAS, (B) Imagens coletadas do complexo
ribossomo.SelB.GTP.tRNA* SECIS.

Fonte: Elaborada pelo autor.

Ademais, o emprego de técnicas de TEM foram utilizadas ao longo do projeto de
mestrado no estudo da formacdo do complexo binario SelA.tRNAS® e ternario
SelA.tRNA3* SelD, resultando em publicacdes prévias.”® Em continuidade a esse projeto,
estudos empregando preparo da amostra em gelo vitreo foram realizadas tanto nas
dependéncia do Laboratorio Nacional de Nanotecnologia (LNNano/CNPEM) como no
Netherland Centre of Electron Nanoscopy (NeCEN — Universiteit Leiden, Holanda) durante o

periodo de doutoramento sanduiche nessa instituicéo.

4.9.3.2 Complexos transientes preparados em gelo vitreo (Cryo-EM): SelAtRNASC e
Sel A.tRNA*.SelD

Dando continuidade as perspectivas do projeto de mestrado realizado entre 2011-2013
sob orienta¢do do Prof. Dr. Otavio Thiemann, estudos estruturais dos complexos transientes
envolvendo SelA foram realizados utilizando a metodologia de TEM com preparo em gelo
vitreo (Cryo-EM) e posterior analise de particula isolada (single particle analysis).

Inicialmente, o complexo binario SelAtRNA>¢ foi preparado seguindo protocolo
estabelecido nos estudos por contraste negativo pelas primeiras amostras preparadas em
condicBes criogénicas.”®® As grades foram preparadas em sistema automatizado Vitrobot
Mark IV (FEI) e a aquisicdo das imagens foi realizada em um Microscépio Eletrénico de
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Transmissdo JEOL 2100 LaBg (LNNano/CNPEM) operando em 200 kV em uma camera CCD
16 MP (TVips). Diferentemente de imagens coletadas de amostras preparadas com
recobrimento por sal metalico, imagens de Cryo-EM possuem uma baixa relacdo sinal/ruido,
0 que dificulta a visualizacdo das particulas, mas prové um ganho significativo na resolugéo
do modelo gerado pela reconstrugdo tridimensional.

Como etapa inicial do processamento de dados, foi necesséria a correcdo da CTF das
600 imagens coletadas. 1sso possibilita a determinacdo do valor preciso do defocus utilizado
na coleta de cada imagem individualmente bem como a flipagem e modulacdo dos valores
negativos de contraste, tornando-0s positivos e, consequentemente, positivamente
contribuintes para a intensidade eletronica observada na imagem. A comparagéo entre a CTF
experimental e calculada das primeiras 54 imagens desse conjunto de dados € mostrada na

figura 69 abaixo.

Figura 69 — Determinacdo da CTF. Funcdo de transferéncia de contraste (CTF) experimental (diagonal
superior esquerda) e calculada (diagonal inferior direita) das primeiras 54 imagens adquiridas
desse conjunto de dados. 1sso permitiu a identificacdo dos valores de defocagem para aquelas
gue possuem um bom ajuste entre ambas as curvas, como, por exemplo, as imagens 2; 6; 35 e
53. Contudo, as imagens que possuem um ajuste incorreto entre ambas as curvas (28; 31 ou 34,
por exemplo) foram descartadas do processamento pela indefinicdo dos valores de defocus
utilizado.

Fonte: Elaborada pelo autor.

Os aneis observados (Thon rings) sdo a projecdo bidimensional da fungdo de

transferéncia de constraste e indicam parametros importantes para o processamento de dados
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como o limite da informacdo dos dados adquiridos. A analise do ajuste entre curvas
experimentais (diagonal superior esquerda) e tedricas (diagonal inferior direita) da CTF
permitiram a selecdo das imagens cujos valores de defocagem empregados sdo conhecidos.
Somado a isso, a CTF pode indicar (dependendo da fonte produtora de elétrons) qual a
resolugdo maxima do seu conjunto de dados (Figura 27-B).

ApoOs essa etapa, as imagens flipadas foram normalizadas e reduzidas em 4 vezes em
seu tamanho (course factor 4), o que facilita a velocidade do processamento de dados (Figura
70). As imagens possuem baixa relacdo sinal/ruido, portanto dificultando o processo de
selecdo das particulas manualmente (particle picking). Por isso que foi realizada a selecdo de

particulas utilizando uma referéncia previamente conhecida.

Figura 70 — Visualizagdo das imagens de Sel A.tRNAS® em preparo criogénico, evidenciado a baixa relacéo
sinal/ruido, o que torna praticamente impossivel a determinacdo precisa da posicdo das
particulas nas imagens.

Fonte: Elaborada pelo autor.

Anteriormente, um modelo estrutural de SelA & 15 A de resolucéo havia sido obtido
pelo processamento de dados de Cryo-EM previamente coletados mas que apresentavam
elevada polidispersividade, onde os complexos observados apresentavam estequiometrias
diversas, divergindo do resultados biologicamente esperado de 1SelA:10tRNA>¢ como
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mostrado pelas diferentes publicagdes subsequentes a esse trabalho.***%** Contudo, foi
possivel obter um modelo através da reconstrucédo tridimensional com a simetria (D5, ou seja,
um eixo principal de rotacdo de ordem 5 central perpendicular a eixos de rota¢do de ordem 2)
e forma esperadas (Figura 71). Utilizando-se desse modelo estrutural, foram geradas 48
reprojecOes (destacadas na caixa preta da figura abaixo) que serviram como referéncias para o
reconhecimento automatizado das particulas nas imagens coletadas através da funcdo de
correlacdo cruzada (CCF), isto é, a referéncia percorre a imagem em distancias determinadas
em pixels. Quando a funcédo apresenta valor maximo comparado aos valores de intensidade de
cada pixel, é indicativo de que hd uma particula naquelas coordenadas mesmo com a relagdo

sinal/ruido infima.

Figura 71 — Modelo estrutural de SelA. Modelo obtido por reconstrucdo tridimensional de um conjunto de
dados heterogéneo resultando em um modelo a 15 A de resolugdo com simetria D5. Em
destaque na caixa em preto, as 48 referéncias geradas randomicamente utilizadas para o
processo de particle picking.

Fonte: Elaborada pelo autor.

O complexo binario SelAtRNA>¢ é diferente em forma de SelA, contudo, as
informagdes a baixa resolugdo sdo extremamente semelhantes. Isto tornou viavel a utilizag&o
dessas referéncias para a identificacdo das particulas de interesse.

As particulas foram recortadas da imagem principal em caixas de tamanho em pixels
conhecidos (128,128) e selecionadas segundo critério de desvio médio dos valores de
intensidade/pixel observados (c). O corte nas informagdes de alta resolucdo favorece a
visualizagdo das particulas, pois as altas frequéncias (ou alta resolucdo) remetem a
informacdes com nivel de detalhamento maior que informacdes a baixa frequéncias (ou baixa
resolucdo). Esta baixa resolucdo favorece a determinacdo da forma da particula pelo aumento
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da relagdo sinal/ruido. Nesse momento do processamento de dados, informagdes de alta
resolucdo ndo sdo levadas em consideracdo, j& que é crucial a determinacdo da forma da
particula como um todo. O detalhamento € realizado em etapa subsequente para conjunto de
dados de alta resolucdo, onde a relacdo sinal/ruido € baixa e a informacdo possui maior
detalhamento para cada atomo analisado.

As particulas foram filtradas e entdo mascaradas com um circulo de raio 80% tamanho
da caixa e o processamento foi realizado utilizando a metodologia proposto pelo Prof. Dr.
Marin van Heel (Leiden Universiteit, Holanda). Nela, as particulas sdo categorizadas e
agrupadas atraves do método baseado na analise de componentes principais (principal
components analysis, PCA). Este método é denominado andlise estatistica multivariada
(multivariate statistical analysis, MSA) e possui a intensdo de reduzir conjunto de dados,
agrupando as particulas por meio de semelhancas apresentadas dentro do conjunto de dados.

Através do MSA foi possivel determinar auto-imagens (eigenimages) que representam
0 conjunto de dados (Figura 72-A), identificando-se os eixos de simetria de ordem 5 (imagens
5 e 6) e ordem 2 (imagens 2 e 3). Isso indica a presenca de uma simetria D5 no conjunto de
dados, mostrando a presenca de estequiometria completa como previsto anteriormente e
verificado em publicacdo recente de nosso grupo de pesquisa.”> Caso a estequiometria
estivesse em razdes molares discordantes, ndo se faria presente tais eixos de simetria
observados, uma vez que o tRNA é uma molécula intrinsecamente assimétrica.

As eigenimages obtidas foram utilizadas para identificar imagens similares, ou seja,
que estejam em orientacdes similares, e agrupa-las em clusters (classes). Assim, as imagens
do conjunto sdo consideradas como combinacdo linear de outras imagens pertencentes a esse
conjunto. A média dessas classes (class averages) denominada classums (Figura 72-B) e foi
utilizada para incrementar a relacdo sinal/ruido, permitindo assim a visualizacdo das
particulas.

As 10 classums que apresentaram orientacdes variadas e melhor relagdo sinal/ruido
foram selecionadas (Figura 72-C) e empregadas na primeira etapa de reconstrugédo
tridimensional a partir de atribuicdo angular randémica e imposicdo da simetria conhecida
para o sistema (D5). O primeiro modelo estrutural obtido (Figura 73) foi entéo reprojetado em
imagens bidimensionais (Figura 72-D) que serviram como referéncias para o processo de
alinhamento roto-translacional através do alinhamento multi referéncia (multireference
alignment, MRA). Apoés este alinhamento, novos ciclos MRA-MSA foram realizados no

mesmo conjunto de dados de particulas previamente selecionadas.



207

14

* 00 0000

Figura 72 — Andlise dos dados por MSA. (A) Auto-imagens (eigenimages) obtidas evidenciando a simetria
D5 das particulas do complexo SelAtRNAC, (B) Algumas classums (class averages)
calculadas utilizando uma média de 20 membros/classe. (C) 10 classums selecionadas para 0s
primeiros ciclos de reconstrucdo tridimensional. (D) Reproje¢des do modelo tridimensional
obtido ap6s alguns ciclos MRA-MSA.

Fonte: Elaborada pelo autor.

Apds a melhoria no alinhamento das particulas, o0 modelo tridimensional obtido para o
complexo binario SelA.tRNA>® (representado em densidade vermelha) cuja resolucéo esta
em ~18 A, pode ser comparado ao modelo 3D de SelA (representado em superficie em
amarelo) utilizado como referéncia para o particle picking inicial (Figura 73).
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Figura 73 — Reconstrugdo tridimensional do complexo binario SelAtRNA>* de E. coli. Através do
processamento de dados e atribuicdo angular foi possivel obter um modelo estrutural,
representado em densidade vermelha, a 18 A de resolucfo e comparada com a estrutura de
SelA previamente utilizada para o particle picking, representada em superficie amarela.

Fonte: Elaborada pelo autor.

Evidenciam-se as diferencas nos tamanhos das particulas, principalmente na
orientacdo em vista lateral (& direita da figura em questdo). Contudo, a simetria e densidades
extras sdo observadas, sendo indicio de recontrugdo tridimensional do complexo binario e que
0 conjunto de dados devésse ser melhor trabalhado.

Baseando-se nesse modelo estrutural, novas reprojecdes foram criadas e o processo foi

inteiramente refeito desde o particle picking, isso porque a utilizacdo de novas referéncias
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mais parecidas com o esperado retornariam particulas que se parecessem mais com 0
complexo binério, excluindo assim particulas de SelA com ocupagdo incompleta que
prejudicariam o processamento de dados. Foi possivel chegar ao modelo final apresentado na
figura 74 ap0s etapas iterativas do processamento de dados com cerca de 5 etapas de

classificagdo por MSA, escolha de classums e novos alinhamentos por MRA, fechando o

ciclo MRA-MSA ap0s as reconstrucdes tridimensionais.

+ SelA + SelA

Figura 74 — Reconstrugdo tridimensional do complexo binario SelAtRNA>C de E. coli ap6s etapas de
alinhamento. O complexo é representado pela densidade vermelha e SelA é representada em
superficie amarela.

Fonte: Elaborada pelo autor.
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Apesar do modelo ainda ser em baixa resolucdo para a técnica e equipamentos
utilizados (cerca de 12 A pela filtragem utilizada segundo a equacdo 10), fica evidente a
presenca de 10 bragos pertencentes aos tRNA>® onde o anticédon aponta para fora do mapa
de densidade além do sutil aumento das dimensdes observadas nas vistas laterais e frontais.
Esses resultados concordam com os dados publicados recentemente para as dimensoes
observaveis do complexo bindrio montado (Figura 11) e com a estrutura cristalogréfica a 7,5
A de resolucéo para o mesmo complexo de A. aeolicus (Figura 10-F).

A melhoria desse modelo tridimensional esta previsto no capitulo de perspectivas
futuras desse projeto, com o intuito de evidenciar os possiveis dominios e peptideos
especificos para o reconhecimento do tRNA especifico para a incorporacgdo de Sec, bem como
confirmar quais as estruturas do tRNA®® s&o cruciais para esse reconhecimento em E. coli.
Além disso, fica a motivacdo de melhoria da resolucdo desse modelo para valores melhores
que os observaveis para a estrutura cristalografica, ou seja, resolugdo < 7,5 A.

A metodologia de Cryo-EM também foi empregada para o estudo da interacdo do
complexo ternario SelA.tRNAS*.SelD. Estudos biofisicos anteriores comprovaram a
existéncia desse complexo ternario transiente responsavel pela entrega de monoselenofosfato
diretamente ao sitio catalitico de SelA, evitando assim o possivel risco de toxicidade celular.®®
Os ensaios por espectroscopia de anisotropia de fluorescéncia mostraram valor de Kp ~750
nM, valor considerado elevado para interacBes bioldgicas, porém, satisfatoria para complexos
transientes e estequiometria de 1Sel Anonemero: LIRNA:1Sel D monémero ou
1SelA:10tRNA*“:5SelD, uma vez que SelA é um complexo homodecamérico e SelD é um
dimero.®104
Com a finalidade de confirmar a condigdo cujo complexo ternario € mais estavel para
analises estruturais, experimentos de anisotropia de fluorescéncia foram conduzidos. Estes se
deram de maneira analoga ao apresentado anteriormente para os complexo envolvendo SelB
ou mesmo na publicagdo previamente feita para esse sistema interagente.%*100-104

Inicialmente, 490 nM de tRNA®® foram incubados com 10 nM tRNA®®* e 500 nM de
SelA por 25 minutos a 25 °C e excesso de ATP [100 uM] em tampédo 20 mM KPB pH 7,5
para posterior titulacdo de SelD em concentragdes crescentes (Figura 75-A). Através do ajuste
com o0 modelo de Hill, foi possivel determinar o valor da constante de dissociagdo, Kp, em
(770 £ 70) nM, semelhante o observado anteriormente para o complexo ternario na auséncia
de ATP.

Analogamente, os experimentos foram conduzidos na presenca de Se?* [100 pM]

(Figura 75-B) e ATP [100 pM] + Se?* [100 uM] (Figura 75-C). Interessantemente, os valores
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de anisotropia ndo aumentaram, mas diminuiram até valores de anisotropia total de ~30 mA,
ou seja, valores anisotropicos pequenos para o giro de macromoléculas em solugdo. Além
disso, os experimentos em triplicata biolégica propiciaram valores de Kps semelhantes ((120

+48) nM e (135 + 21 nM) para complexos com Se*? e Se** + ATP, respectivamente).
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Figura 75 — Medidas de FAS dos complexos de SelA. (A) Curva experimental normalizada da interagdo de
tRNA®® 3 500 nM (490 nM + 10 nM marcado com fluoresceina) em complexo com 500 nM de
SelA em concentragdes saturantes de ATP [100 pM] e incremento da concentracdo de SelD
utilizando excitacdo em 492 nm com filtro de 515 nm. (B) Analogamente ao item (A), curva
normalizada da interacdo do complexo binario SelA.tRNA3* em concentracdes saturantes de
Se?* [100 uM] e incremento da concentragdo de SelD e (C) concentragdes saturantes de ATP
[100 pM] + Se?* [100 pM]. Todos os experimentos realizados em triplicata e normalizados
evidenciaram perfil de interacdo sendo possivel utilizar o ajuste dos dados experimentais com a
equacdo de Hill (curva em vermelho).

Fonte: Elaborada pelo autor.

A hipotese para esses resultados é que SelD est4 biologicamente ativa e utilizando o
excesso de fosfato no tampédo (KPB) para fazer a entrega da forma bioldgica de selénio a
SelA, que por sua vez o incorpora & extremidade 3’0OH do tRNAS® através do mesmo
mecanismo descrito por Bock em 1991.°° Esse mecanismo mostra um possivel atague
nucleofilico do grupo selenol a ligagdo formada entre o PLP-K295 e a hidroxila do residuo de
Ser. No entanto, nesse caso ndo ha o residuo de aminoéacido em questdo, tornado 0 mecanimos
ineficiente. Estudos futuros da conversdo Ser-Sec sdo propostos para a continuidade desse
projeto para a compreensdo desse sistema in vitro, bem como comprovacdo experimental
dessa hipdtese e justificativa do decaimento dos valores de anisotropia para essas interacoes.

Contudo, para fins de preparo das grades em gelo vitreo foi possivel observar que a
estabilidade do complexo ternério na presenca de Se®* ou (ATP + Se?") inviabiliza as analises,
uma vez que o complexo exerce sua funcdo catalitica e possivelmente ndo permanece
montado. Sendo assim, as analises estruturais do complexo ternario SelA.tRNA3¥.SelD por
Cryo-EM foram realizadas de acordo com o preparo do complexo previamente descrito.*

Os complexos previamente preparados foram levados até 0 LNNano/CNPEM para a

preparacgéo das grades pelo Dr. Alexandre Cassago e com a superviséo do Dr. Rodrigo Villares
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Portugal e posterior envio para o Netherland Centre of Electron Nanoscopy (Universiteit

Leiden - NeCEN-LU, Holanda) no qual o projeto teve a orientagdo do Prof. Dr. Marin van

Heel juntamente com o Dr. Pavel Afanasyev.

49321

Correcles da camera de detec¢do direta

A correcdo de camera foi realizada utilizando os critérios de average density (541,

618) e sigma (65,3; 68,7), representados nas figuras 76-A e 76-B, respectivamente. Esta foi

realizada de acordo com a normalizacéo utilizada para a cAmera Falcon-2.1%

A etapa de corregdo a posteriori da camera evidencia imperfeicdes presentes nas

imagens quando observadas as imagens da soma total do conjunto de dados indicadas pelos

circulos em vermelho (Figura 76-C e D). Esses defeitos nas imagens além de prejudicar o

processamento de dados, interferem diretamente na resolugdo do conjunto de dados a ser

analisado.

( A) Histogram of average image
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Figura 76 — Correcdo da cadmera a posteriori. Utilizando normalizacdo através dos valores da média de
densidade (A) e de sigma (B), foi possivel corrigir as imperfei¢fes da camera. (C) A soma total
da média de densidade mostra pontos que sdo decorrentes de pixels danificados com o passar
do tempo. (D) A soma total de sigma das imagens revela algumas faixas com varia¢do nos
valores esperados. Em vermelho, os destaques para defeitos encontrados nas imagens.

Fonte: Elaborada pelo autor.
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Uma vez corrigidas as imperfei¢des da cAmera, os frames pertencentes a cada movie
foram alinhados. Pois durante a aquisicdo de dados os frames possuem deslocamentos que
interferem diretamente na resolucdo do conjunto de dados. Os 5138 frames foram alinhados
em 734 movies e equivalem a 7 frames/movie agrupados.

Para o alinhamento, inicialmente os frames foram corseados por um fator 4, resultando
em frames de 1024,1024 pixels. Isto favorece o contraste nos frames e diminui 0 custo
computacional pela reducdo do numero de pixels, facilitando o tratamento das imagens.

Os frames filtrados utlizando valores de filtro passa-banda de (0,01, 10000) foram
alinhados por deslocamento translacional utilizando referéncias criadas pela soma total das
imagens e pela fungdo de correlagdo cruzada (CCF) adotando um deslocamento maximo, em
pixels, de 15. O alinhamento dos frames € uma etapa fundamental no processamento de
dados, apesar de ndo ser evidente ao se observar o espaco real, ou seja, nas imagens coletadas
(Figura 77). No entanto, observam-se diferencas no espaco reciproco das imagens alinhadas e
nédo alinhadas (Figura 78).

w (B)

Figura 77 — Resultado do alinhamento dos frames no espago real. (A) Imagem (movies, ou seja, somatoria
dos 7 frames) ndo alinhada. (B) Imagem da mesma &rea de exposi¢do, no entanto, apds o
alinhamento dos frames.

Fonte: Elaborada pelo autor.

O ganho de detalhamento nas imagens, bem como a melhoria da relagdo sinal/ruido,
ficam evidentes, porém, sem uma quantificacdo detalhada para isso. Analisando os dados no
espaco reciproco (ou espago de Fourier), apos a determinacdo da CTF, foi possivel identificar
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que aproximadamente 55% (401/734) dos movies analisados possuem um ajuste satisfatério
entre as curvas tedrico e experimental da fungéo de transferéncia de contraste (Figura 78).

A determinacdo do alinhamento dos frames permitiu inferir a resolugcdo do conjunto de
dados coletado em ~ 2,048 A (2 x tamanho do pixel) para as imagens cujos frames foram
ajustados e esses 401 movies foram flipados (andlogo ao descrito na secdo anterior) para dar
inicio ao processo de identificacdo das particulas.

Figura 78 — Comparativo de bons e maus ajustes da CTF. Acima, as imagens que geraram as CTFs
apresentadas, abaixo, antes (a esquerda) e apos (a direita) ao alinhamento dos frames e ajuste
das curvas de CTF.E possivel observar o alinhamento no espaco reciproco (abaixo), ficando
evidente que o alinhamento dos frames (direita) incrementa a resolucdo do conjunto de dados,
fato esse observado pelo grande nimero de Thon Rings e melhor ajuste com o CTF teorico.

Fonte: Elaborada pelo autor.

4.9.3.2.2 Particle picking, processamento dos dados e primero modelo estrutural

Uma vez corrigida a CTF e as imagens flipadas, deu-se inicio ao particle picking
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automatizado utilizando as referéncias manualmente selecionadas (Figura 79). As imagens
filtradas para eliminar interferéncias de altas frequéncias (0,3) permitiram a identificacdo de 8
particulas em diferentes orientacdes que foram usadas como as referéncias para o processo
automatizado. Este foi realizado apos a filtragem e apds o mascaramento das referéncias com

parametro 85% do tamanho da caixa selecionada para recortar cada particula.

(A)

(B)

Figura 79 — Sele¢do das referéncias para o primeiro particle picking automatizado. (A)Exemplo de movie
com alto contraste utilizado na primeira parte do processamento de dados. A caixa branca
indica uma particula em orientagdo “top-view” e a caixa preta indica uma particula em
orientagéo “side-view”. (B) 8 referéncias utilizadas para o particle picking através de CCF. Por
fim, o histograma dos valores de defocus, mostrando que existem duas popula¢des de defocus
bem destacadas, em torno de 1,5 um (346 imagens) e 3,5 um (55 imagens).

Fonte: Elaborada pelo autor.

Através da CCF foi possivel identificar ~200 mil particulas que foram recortadas das
imagens em caixas (192,192) e selecionadas pelo critério de desvio médio dos valores de
intensidade/pixel observados (o), resultando em 165 mil particulas. Essas, por sua vez, foram
filtradas para corte de altas frequéncias (0,4) e posteriormente mascaradas com um circulo de
raio 80% do tamanho da caixa.

Através da categorizacdo utilizando MSA, as auto-imagens foram determinadas
(Figura 80-A), indicando a simetria D5. Este dado corroborou com a razdo estequiometria
molar previamente determinada para esse complexo ternario de 1SelA:10tRNA%*:5SelD,
Unica maneira desse grupo pontual de simetria ser conservado.

Novamente, as eigenimages foram utilizadas para identificar imagens similares e
agrupé-las em classes. A média dessas classes, mostradas na figura 80-B, foram utilizadas
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para incrementar a relagdo sinal/ruido, permitindo assim a visualizagdo das particulas. Fica
evidente que o conjunto de dados é heterogéneo, uma vez que foi possivel identificar vistas
que séo caracteristicas de SelA e SelA.tRNA®®, nido apresentando a montagem completa do
complexo ternario. O processamento de dados heterogéneos depende de processos iterativos
de limpeza e reprocessamento a fim de retirar as particulas que ndo fazem parte do conjunto
de dados de interesse.

25 classums foram selecionadas (Figura 80-C) e empregadas na primeira etapa de
reconstrucdo tridimensional a partir de atribuicdo angular randémica e imposicéo da simetria

conhecida para o sistema (D5).

Figura 80 — Analise dos dados por MSA do complexo ternério. (A) Auto-imagens (eigenimages) obtidas
evidenciando a simetria D5 das particulas do complexo SelAtRNA3*.SelD. (B) Algumas
classums (class averages) calculadas utilizando uma média de 50 membros/classe. (C) 25
classums selecionadas para os primeiros ciclos de reconstrucdo tridimensional.

Fonte: Elaborada pelo autor.

O primeiro modelo estrutural obtido por imposicdo da simetria D5 e utilizando
atribuicbes randémicas aos valores angulares foi posteriormente reprojetado em imagens
bidimensionais que serviram como referéncias um novo particle picking. Dessa vez,
eliminando os possiveis contaminantes de complexo com ocupacdo incompleta. Ap6s as
etapas de identificacdo e recorte das particulas, as mesmas foram filtradas e mascaradas para
nova anélise classificatoria.

Apos 5 ciclos de classificacdo e reconstrucdo tridimensional iterativos variando as
selecdes das classums e reprojecdes do modelo 3D, obteve-se um modelo cujas diferencas
entre essas imagens ndo se alteraram (Figura 81). O modelo estrutural do complexo ternario,
destacado em densidade azul, pode ser comparado com os modelos de SelA (superficie
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amarela) e do complexo binério SelA.tRNA>* (densidade vermelha) previamente obtidas.

+ SelA.tRNASsc | @& + SelA.tRNASe*

&
+ SelA + SelA

Figura 81 — Reconstrucdo tridimensional do complexo ternario Sel A.tRNA>*.SelD de E. coli ap6s etapas de
limpeza do conjunto de dados. O complexo € representado pela densidade azul, SelA é
representada em superficie amarela e o complexo binario em densidade vermelha.

Fonte: Elaborada pelo autor.

Ficam evidentes as diferengas nos tamanhos das particulas, principalmente na

orientacdo em vista lateral (& direita da figura 83). Contudo, a simetria e densidades extras sao
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observadas. As reprojecOes desse modelo estrutural foram utilizadas para um novo ciclo de
particle picking e o processo iterativo foi iniciado, procedendo-se de maneira como ja

descrita.

49323 Processo iterativo de melhoria dos modelos estruturais

O processamento iterativo foi empregado seguindo metodologia proposta
recentemente pelo Dr. Pavel Afanasyev,™ resultando no modelo mostrado abaixo (Figura 82).

Nessa abordagem, as reprojecdes do modelo tridimensional foram projetadas néo
randomicamente, como a metodologia classicamente utilizada, mas nas orientacfes das
classums que geraram aquela projecéo. Deste modo, os valores dos angulos (a, p e y) foram
atribuidos as classums e por sua vez as particulas constituintes a essas classes. Com isso, as
particulas passaram a ter valores angulares atrelados a cada uma delas individualmente e ndo
as classes. Assim, cada particula passa a contribuir para a reconstrugdo tridimensional com
alinhamentos com maior acurécia e precisdo nos valores.

Comparando os modelos estruturais, fica evidente a presenca de densidades extras na
porcao central na particula, o que sugere a presenca de SelD nessas posi¢fes. Além disso, 0s
tamanhos relativos entre 0os complexos, comparando com o binério e somente com SelA,
ainda possibilitam identificar os bracos que representam o anticdon do tRNA>*, mesmo
observando o aumento da particula em comparativo com esses complexos. O complexo
ternario apresenta cinco densidades extras para cima e cinco para baixo que indicam o

posicionamento dos bragos anticodons dos tRNAs>

, porém, ainda precisando ser
aprimorados.

A densidade extra presente na parte central da particula do complexo ternario, apesar
de pequena, indica a presenca de SelD e, por simetrizacdo, faz-se presente no modelo
estrutual obtido & 12 A de resolugio. A necessidade de otimizacdo do alinhamento das
particulas e determinacdo de possiveis ocupagdes incompletas que estejam interferindo no
processamento desse conjunto de dados s@o previstas como perspectivas futuras na

continuidade desse projeto.
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+ SelA.tRNASe¢ + SelA.tRNASe*

+ SelA + SelA

Figura 82 — Reconstrucdo tridimensional do complexo ternario Sel A.tRNA®®.SelD de E. coli apds etapas de
alinhamentos das particulas. O complexo é representado pela densidade azul, SelA é
representada em superficie amarela e 0 complexo binério em densidade vermelha.

Fonte: Elaborada pelo autor.
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Novas etapas de alinhamento mesclando ambas as metodologias (MRA e move by
aligned classums) estdo sendo realizadas para a finalizacdo desse projeto, bem como o
aumento da resolucdo desse modelo pela diminuicdo do valor agressivo dos parametros de
filtragem utilizados. Contudo, 0 modelo atual apresenta um desafio para o processamento
dado o tamanho do conjunto de dados nédo ser o ideal para alta resolucdo (poucas imagens
coletadas), a heterogeneidade do conjunto de dados (presenca de particulas de SelA,
SelAtRNA* e ocupacdo incompleta de SelA.tRNA*.SelD) e a presenca de glicerol no
tampdo, prejudicando o contraste entre as particulas e o gelo vitreo.

A otimizacdo desse modelo tridimensional é prevista no capitulo de perspectivas
futuras desse projeto, com o intuito de evidenciar os possiveis dominios e peptideos
especificos para a formacao desse complexo da via de biossintese de Sec em E. coli, sendo a

primeira estrutura de um complexo ternario dessa via bioquimica.

4.10 Analises das interacdes in vivo

Por fim, alguns experimentos in vivo foram propostos anteriormente na continuidade
desse projeto. Dentre eles esta a validagdo e analise da importancia do dominio N-terminal de
SelA, Unico em bactérias, e das interacdes das proteinas constituintes das via de biossintese de
Sec por meio da técnica de Duplo-Hibrido dirigida.

4.10.1 Construcdo de truncamentos de selA — amplificacdo e clonagem. Ensaios de

complementacdo funcional e estado oligomérico

Em 2013, quando esse projeto foi iniciado, a importancia do dominio N-terminal de
SelA era proposto, principalmente pelo fato desse dominio ser Gnico em bactérias. Em
organismos superiores, o gene selA foi silenciado paulatinamente com a exclusdo da regido
codificante para o dominio N-terminal em arqueias e, posteriormente, o gene completo nos
demais organismos.**®

Para analisar a importancia desse dominio, uma construcdo truncada foi preparada
atraves da utilizacdo de oligonucleotideos que truncaram esse dominio (Figura 83, destacados
em vermelho) gerando uma construncdo denominado A1-28 selA.

Apo6s a amplificacdo (Figura 83-B), a construcdo foi clonada no vetor comercial
pPET29a(+) e posteriormente transformada nas cepas de expressdo (E. coli WL81460) e de

complementacéo funcional (E. coli JS1).
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(B)
(A)

— 1500 pb

N-terminal (9-48) SelA (83-452) 1(7388 BE

—— 500 pb

75 pb

Figura 83 — Construcdo do truncamento A1-28 selA de E. coli. (A) Modelo esquematico do truncamento no
dominio N-terminal da enzima SelA de Escherichia coli. Os oligonucleotideos estéo
representados em vermelho. (B) Resultado da amplificacdo do gene A1-28 selA de E. coli em
gel de agarose 1% 1) padrdo de massa molecular 1 kb Plus (Fermentas); 2) gene A1-28 selA de
E. coli (1492 pb),

Fonte: Elaborada pelo autor.

A construgdo A1-28 selA-pET29a(+) transformada na cepa E. coli WL81460 foi
expressa e purificada segundo os protocolos previamente estabelecidos (secdo 4.2.1). Os
resultados das etapas de purificagdo foram monitorados por SDS-PAGE 15% ( Figura 84-A) e
a conformacdo oligomérica em solugcdo foi confirmada por eletroforese nativa em gel de
poliacrilamida do sistema comercial PhastSystem (GE) 8-25% (Figura 84-B). O gel nativo
evidenciou a conformacdo decamérica dessa construcdo, com massa molecular de ~600 kDa
como o esperado e observado para a amostra nativa. A amostra foi submetida a cromatografia
de exclusdo molecular em coluna Superdex 200 16/600 (GE), porém o cromatograma foi
idéntico ao observado para a purificagdo de SelA de E. coli (Figura 32-B).

Posteriormente, as construcdes selA-pET29a(+) (controle positivo), pET29a(+)

fechado (controle negativo) e o truncamento A1-28 selA-pET29a(+) foram transformadas em
cepa E. coli JS1 para ensaios de complementacdo funcional in vivo. Apds esta etapa, seguiu-se
com o protocolo estabelecido em nosso grupo de pesquisa para a ativacdo da selenoenzima
formato desidrogenase (FDH H), através da adicdo de 1 mM de benzil-viologénio em Soft-LB

agar e plagueado sobre as colonias a 28 °C sob estresse anaerobico.
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Figura 84 — Resultados da conformagdo oligomérica e atividade da construcdo A1-28 selA de E. coli. (A)
SDS-PAGE 15% das etapas de purificacdo: 1) padrdo de massa molecular (kDa); 2) amostra
precipitada com sulfato de amonio; 3) amostra ap6s passagem pela coluna HiTrap Desalting;
4) sobrenadante da amostra precipitada com sulfato de aménio; 5) amostra com Nycodenz®
concentrada a 2 mL; 6) amostra eluida do concentrador de corte de 100 kDa; 7) amostra
eluida concentrada apds a cromatografia de exclusdo molecular em coluna Superdex 200
16/600. (B) Eletroforese nativa em gel 8-25: 1) padrdo de massa molecular (kDa); 2) amostra
purificada apds a cromatografia de exclusdo molecular. (C) Controle negativo to teste do
benzil-viologénio com a cepa E. coli JS1 transformada com pET29(+) fechado. (D) Ensaio de
complementacdo funcional de A1-28 selA-pET29(+). (E) Controle positivo com a cepa E. coli
JS1 transformada com selA-pET29a(+).

Fonte: Elaborada pelo autor.

Esse ensaio de atividade da FDH produz uma alteracdo na coloragéo do Soft &gar pela
clivagem do benzil-viologénio. Os controles negativo e positivo (Figura 84-D e E,
respectivamente) que foram adotados mostraram a alteracdo visivel de amarelada para
purpura. A construcdo truncada, no entanto, ndo apresenta complementacdo o que indica a néo
atividade de FDH. Por se tratar de uma selenoenzima, isso indica que a via de biossintese de
Sec esta deficiente e, portanto, ndo ativa.

Isso corrobora com os resultados preliminares da importancia desse dominio Unico em
bactérias, uma vez que arquéias, como Methanococcus jannaschhii, possuem o gene MjselA
com a auséncia desse dominio e consequente produgdo de uma enzima nédo funcional e com
conformacéo dimérica em solugo.” Estudos recentes motraram também o mesmo resultado
para construc@es truncada de todo o dominio N-terminal em bactérias por meio de estruturas
cristalograficas resolvidas.®®®® Os dimeros em solucdo n&o funcionais ndo interagem com o

tRNAS* e, portanto, a via de biossintese fica inativa no passo crucial de conversdo Ser-Sec.
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Contudo, esses dados mostram que um truncamento menos no dominio N-terminal (1-
28) ndo afeta a conformacéo oligomérica (decamero), no entanto, altera a funcdo bioquimica.
Esse fato relevante indica que, mesmo que ndo conservada, a sequéncia inicial de selA é
fundamental em bactérias, ndo para a conformacdo oligomérica mas para sua funcéo,
mostrando pela primeira vez que SelAgecamero POde ndo ser biologicamente ativa. Ensaios
futuros da interacéo dessa construgdo com o tRNA>® e com a enzima SelD seréo realizados, a
fim de corroborar com os dados e determinar se esses residuos afetam a interacdo ou a

atividade catalitica.

4.10.2 Ensaios de interacdo das proteinas da via de incorporacao de Sec de E. coli por

meio de analises de Duplo-Hibrido dirigido em S. cerevisae

Os ensaios de DH dirigido da via de biossintese de Sec de E. coli foram escolhidos
para elucidar a interacdo entre as proteinas da via em um sistema in vivo. Outro fator
considerado é que o organismo no qual os ensaios foram realizados, S. cerevisae, possuir um
tRNA® predito porém n3o funcional, o que ndo afetaria as medidas dos eventuais
backgrounds nas interagdes macromoleculares esperadas por ndo apresentar a via de
biossintese e incorporacéo de Sec.™ Inicialmente, foram desenhados oligonucleotideos para a
amplificacdo dos genes codificantes para todas as proteinas participantes da via de biossintese
de Sec em E. coli, para posterior clonagem nos vetor pLEXA-C (vetor isca) e o vetor pGAD-
424 (vetor presa).

Apb6s a amplificacdo, todas as construcBes foram entdo clonadas em vetor de
propagacdo comercial pJET1.2/blunt (Thermo Fisher Scientific) e posterior transformacgédo em
células de propagacdo competentes de E. coli DH5-a. Ap6s confirmagdo por sequenciamento,
os genes foram digeridos com suas respectivas enzimas de restricdo e clonados nos vetores
para 0s ensaios de interacdo no sistema eucariético. As construgdes foram novamente
transformadas em E. coli DH5-a para propagacao e armazenamento dos plasmideos.

Apos a confirmacdo da clonagem por meio de digestdo com as enzimas especificas e
por sequenciamento, iniciaram-se 0s ensaios de autoativagdo em triplicata do sistema como
controles, onde somente um dos vetores contendo o inserto de interesse foi transformado e a
quantificacdo se deu utilizando os plasmideos controles pLexA-p53 e pACT-largeT
(DualSystems Biotech) (Figura 85).
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chB'p selB-pLeXA

Figura 85 — Ensaios de autoativacdo do sistema de DH em S. cerevisae dos genes clonados no vetor isca
pLexA-C.
Fonte: Elaborada pelo autor.

Os ensaios de autoativacdo das construcdes clonadas no vetor pLEXA-C (vetor isca)
mostraram que o sistema ndo é autoativado, o que permite a continuidade dos ensaios por essa
metodologia. Contudo, os ensaios de autoativacdo das construgdes no vetor pGAD-424 (vetor
presa) estdo sendo realizadas em colaboracdo com as alunas Jéssica Fernandes Scortecci,
Raissa Gutierrez e Heloisa Ciol, e necessitam de uma continuidade no andamento do projeto
para a finalizacdo dessa etapa confirmatéria. Posteriormente, serdo realizados os ensaios de
interacdo, os quais ocorrerdo em dupla confirmacéo das triplicatas atraves da utilizacdo de 25
ensaios (todas as construgdes contra todas clonadas em ambos os vetores), onde todas as
combinacBes de interagdo da via de biossintese de Sec foram consideradas. Por isso, a
finalizacdo desses experimentos estd proposta no capitulo de perspectivas futuras da
continuidade desse projeto.

Vale ressaltar que esse ensaio de interagdo sera a primeira tentativa de experimentos de
Duplo-Hibrido dirigido de uma via bioquimica inteira em sistema inerte a presenca do
tRNA™*, o que indicara a influéncia dessa macromolécula na formagdo desses complexos
macromoleculares. Além disso, esse ensaio visa mostrar em sistema in vivo o que vem sendo
determinado in vitro por medidas e ensaios biofisicos em nosso grupo de pesquisa ha varios

anos.
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Capitulo V
CONCLUSOES

“S6 evite fazer algo hoje se vocé quiser morrer e deixar assuntos inacabados.”
Pablo Picasso
25 de Outubro de 1881 — 08 de Abril de 1973

Pintor espanhol
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O projeto de doutoramento iniciado em 2013 teve como objetivo a caracterizagdo das
interacOes da via de biossintese de Sec em E. coli, isto €, andlises das interacdes proteina-
proteina e proteina-RNA dessa via bioquimica.

Até a data de inicio do projeto ndo havia informacdes estruturais relevantes sobre SelB
e seus complexos.®® Deste modo, fez-se necessario os estudos in silico para a obtencdo de um
modelo estrutural de SelB de E. coli. Para isso, duas metodologias foram adotadas: a
construcdo de um modelo utilizando como molde estruturas homologas de cada dominio
separadamente e, posteriormente, utilizando uma estrutura homéloga (SelB de A. aeolicus).”
O enovelamento canonico de EFs observado na WHDL1 e conservado para a WHD4 indicaram
a semelhanca estrutural do modelo proposto com as estruturas homologas previamente
conhecidas, bem como a analise dos parametros de validacdo. Ambos os modelos se
mostraram  satisfatorios e permitiram as analises subsequentes dos complexos
macromolecularas das quais SelB € participante.

Com o passar dos anos, estruturas de SelBs homologas e outros EFs para incorporagao
de Sec de diferentes organismos foram resolvidas por diferentes metodologias, permitindo a

073 Interessantemente, a elevada

avaliacdo e comparacdo entre essas macromoléculas.
conservacao de WHD1 (esperada) mostra um posicionamento das WHDs 2 e 3, além da
auséncia da WHD4, tnica em bactérias. A diferenca no posicionamento desses dominios se da
pela presenca de uma outra proteina responsavel pelo reconhecimento de SECIS para esses
outros organismos (SBP2s).*® Além disso, os modelos tedricos construidos através das
superposicGes das estruturas conhecidas previamente mostraram a possivel interacdo da
WHD3 pelo braco variavel do tRNA®, extremamente grande para esse tRNA especifico.
Esse resultado foi confirmado posteriormente pelos dados estruturais dos complexos
macromoleculares resolvidos por crio-microscopia eletrénica e pelos resultados em solugéo
do aluno de mestrado Adriano de Freitas Fernandes.”*™° Além disso, foi mostrado a distancia
de 11 nucleotideos entre o loop-apical e a posicdo wobble do tRNA>®, sendo condizente com
o previamente estabelecido para o tamanho do elemento SECIS.331>11

Com relagéo ao preparo das amostras, SelA foi purificada como descrito anteriormente
e 0s RNAs mostraram-se enovelados da maneira esperada em funcdo da temperatura, 22100104
O novo protocolo de expressdo e purificacdo de SelB permitiu um incremento no valor de
concentragdo de 13 vezes. Somado a isso, foi possivel determinar a presenca de RNAs e
auséncia de nucleotideos enddgenos. Assim, estudos comparando as duas cepas de expressao
(E. coli BL21 e E. coli WL81460) foram realizados por dicroismo circular e fluorescéncia

intrinseca dos residuos aromaticos, evidenciando sutis diferencas entre ambas as cepas
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utilizadas. Contudo, a adi¢cdo da etapa de tratamento com RNase propiciou que ambas as
cepas produzissem amostras com caracteristicas estruturais e biofisicas similares, o que
permitiu que o projeto fosse continuado com amostras expressas em E. coli BL21.

Os ensaios de interacdo com os nucleotideos de guanina por dicroismo circular
mostraram um aumento dos valores de temperatura de melting dos complexos formados,
sendo compativel com o esperado. De acordo com seu papel na via de biossintese de Sec,
SelB deve ter maior afinidade por GTP (AT,C'" = 2,1 °C) em comparacéo ao GDP (AT,°""
=0,9 °C). Somado a isso, experimentos de calorimetria de titulagdo isotérmica mostraram um
valor de constante de dissociacdo 17 vezes menor para concentracdes biolégicas mesmo que
esses nucleotideos possuam elevada concentracdo em ambiente celular, ou seja, (468 + 224)
1M para GTP em sistemas biolégicos.*’

A interacdo com o tRNAS* por medidas de supressdo da emissdo dos residuos de
triptofanos mostrou uma interacdo especifica com Kp = (248 £ 59) nM e n = (1,7 £ 0,7)
indicando valores de interacdo que ainda ndo refletem a especificidade necessaria para essa
interacdo crucial no estagio de incorporacdo de Sec. Além disso, essas medidas indicam a
supressdo da emissdo correspondente a 6 residuos aromaticos nessa interacdo, bem como
predito para a quantidade de residuos de triptofanos presentes nas WHDs 2 e 3.

InteracOes por espectroscopia de anisotropia de fluorescéncia realizadas com 0os RNAs
covalentemente marcados na extremidade 5’ possibilitaram a determinagdo dos valores de Kp
(283 + 53) nM) e n (1,4 + 0,6) obtidos para o complexo ternario SelB.GTP.tRNAS. Esses
dados contribuem com os dados previamente obtidos por IFS, porém ainda ndo indicando a
especificidade esperada para a formacdo desse complexo.

Ja a interacdo SelB.GTP.SECIS Kp = (563 + 13) nM e n = (2,5 £ 1,5) apresentou
valores de Kp cuja especificidade foi notoria pelo baixo valor de Kp observado, o que
indicaria uma preferéncia da interacdo SelB.GTP.SECIS ao se comparar com
SelB.GTPtRNA>* (valor de Kp ~5 vezes menor, portanto maior afinidade). No entanto, ao se
observar a formacdo dos complexos quaternarios pela montagem sequencial fica claro que a
ordem de eventos na montagem é baseada na formacdo inicial do complexo. O valor de Kp
(895 + 57) nM e n (1,8 + 0,8) para SelB.GTP.SECIS.tRNA>* indica que a formac&o do
complexo SelB.GTP.SECIS.tRNA>* partindo do complexo ternario SelB.GTP.SECIS ndo é a
maneira biologicamente mais favoravel ao se comparar com os valores de Kp (77 £3) nM e n
(2,4 £ 0,9) do complexo ternario, permitindo sugerir a ordem de eventos para a formagéo do
complexo quaternario partindo do complexo ternario. SelB.GTP.tRNAS® ¢ previamente

formado e interage com SECIS com maior afinidade, resultando no complexo
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SelB.GTPtRNA>*.SECIS. Os valores de Kps foram confirmados por experimentos de
ultracetrifugacéo analitica, utilizando-se como controle negativo o tRNA*"? que possui um
enovelamento diferenciado ao se comparar com o tRNA>¢.*% E experimentos de mobilidade
eletroforética em gel nativo indicam a estequiometria de interacio de 1(SelB.GTP):1tRNA>®
além da necessidade de interacdo SelB.GTP.tRNA>® para o favorecimento da interacdo com
SECIS e formacdo do complexo quaternario.

Conclui-se também que SelB ndo deve reconhecer o tRNA®® isolado no ambiente
celular, mas sim interagindo com o complexo homodecamérico SelA (Kp = (76 = 5) nM) e
posteriormente, o complexo ternario SelB.GTP.tRNA>* interage com o elemento SECIS para
a entrega do tRNA>* a0 ribossomo. A entrega de Sec ao complexo ribossomal ocorre apés 0
complexo ternario formado (SelB.GTP.tRNAS®) interagir com o0 elemento estrutural presente
no mRNA, o elemento SECIS. Essa ordem de eventos pode ser observada pela diferenca
substancial dos valores de Kp na formacdo do complexo quaternario
(SelB.GTP.tRNA3*.SECIS), revelando a sequéncia e necessidade de SelB interagir com o
tRNA especifico antes de reconhecer SECIS. Essas andlises também permitiram a
determinacdo dos parametros termodindmicos desse sistema por meio de experimentos de
calorimetria de titulacéo isotérmica, mostrando um sistema entélpico e entropico favoravel a
essas interacdes. A formacdo dos complexos foi confirmada por medidas de calorimetria de
varredura diferencial e observacéo do deslocamento dos valores de Tps.

Os experimentos de cinética GTPasica in vitro mostraram que a formacdo dos
complexos sdo cineticamente estaveis, ou seja, ndo houve o consumo de GTP em tempos
experimentais curtos (até 60 minutos), indicando que o ribossomo se manteve ligado aos
complexos durante os experimentos.

As analises de mapeamento da superficie acessivel ao solvente mostraram que as
regibes Q280-L284, H292-R296, D310-T311 e R447-L450 apresentaram decréscimo na taxa
de incorporacdo de deutério para o complexo ternario SelB.GTP.tRNA>* comparado com 0
mesmo tempo de marcacdo para SelB.GTP. Logo, estavam menos acessiveis ao solvente
indicando a regido na qual o tRNAS® interage de maneira crucial com o brago variével
corroborando com os trabalhos recentemente publicados e com os resultados provindos do
projeto do aluno Adriano de Freitas Fernandes.’*® Ademais, os peptideos R510-E520, G534-
Y544 e N555-E562 apresentaram decréscimo significativo na incorporacdo de deutério,
indicando assim serem 0s responsaveis pelo reconhecimento de SECIS corroborando com os
dados estruturais prévios. %1%

A analise da formacdo de complexos também mostrou através de espectros de infra-
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vermelho que existem mudancas estruturais sensiveis em SelB nas interacdes com tRNA®® e
SECIS. Dessa forma, indicando que a conexéo entre as WHDs 3 e 4, ndo estruturada, deve se
enovelar em contribuicdes de fitas-p quando o complexo quaternario ¢ montado.’*®’

Do aspecto estrutural, experimentos de espalhamento de raios-X a baixo angulo
permitiram a determinagdo de parametros estruturais em solucdo e contribuem com os dados
prévios da formagdo dos complexos, além de tornar possivel a construcdo de envelopes
moleculares condizentes com os modelos preditos inicialmente.®®"2#"1% Ensaios de
cristalizacdo mostraram-se favoraveis. Apesar disso, os cristais ainda devem ser testados a fim
de obter estrutura em alta resolucdo dos complexos ternario e quaternério de SelB.

Estudos por TEM mostraram-se favordveis para as analises dos complexos de
interacdo com o ribossomo, bem como na determinacdo dos modelos estruturais a baixa
resolucdo. Destee modo, foi possivel compara-los com a estrutura resolvida recentemente por
Cryo-EM através de mapas de diferenca de densidades.’

Os estudos estruturais dos complexos transientes envolvendo SelA e SelD por Cryo-
EM evoluiram e permitiram a determinacdo de modelos estruturais com resolucdo em baixo
nanometro. Assim, faz-se necessaria a melhoria e avango no processamento desses dados de
TEM para um ganho em resolugéo. 1%

Além disso, o dominio N-terminal de SelA foi mostrado ser crucial para sua funcéo
catalitica, o que reforca resultados anteriores que indicam a importancia evolutiva desse
dominio.”® Por fim, ensaios de interacdo in vivo estdo sendo empregados para corroborar
com os dados biofisicos e bioquimicos obtidos in vitro ao longo desse projeto, tendo como

perspectiva futura sua conclusdo em breve.
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Capitulo VI
PERSPECTIVAS

"Eu n&o sei 0 que quero ser, mas sei muito bem o que ndo quero me tornar."
Friedrich Nietzsche

15 de Outubro de 1844 — 25 de Agosto de 1900

Filosofo alemdo
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Ao longo desse projeto foram propostos experimentos e ensaios que serdo empregados
como perspectivas futuras. Dentre elas, podem-se destacar as listadas abaixo.

A finalizacdo dos estudos termodindmicos da compensacdo entalpica-entropica do
sistema de interacdo SelB.GTP.RNAs para a completa compreensdo termodinamica da
formacdo desses complexos. Além disso, a inclusdo dos demais complexos estudados na
biossintese de Sec em E. coli.

Realizacdo da cinética de consumo de GTP e, consequente producdo de GDP, na
formacéo dos complexos na presenca do ribossomo.

Otimizacdo do envelope molecular gerado para o tRNA®® através de novas medidas
de SAXS através do incremento da concentracdo dessa macromolécula.

Coleta de dados dos cristais obtidos na linha de luz sincrotron MX-2 do Laboratério
Nacional de Luz Sincrotron (LNLS-CNPEM) e em SOLEIL (Franca).

Finalizacdo do processamento de dados dos complexos ribossomais por NS-EM e
determinacdo dos mapas de diferenca de densidades para a localizagcdo das macromoléculas
de interesse.

Confirmacéo dos resultados de FTIR por meio dos modelos estruturais obtidos dos
complexos de SelB e RNAs.

Preparacdo de grades e coleta de imagens de NS-EM e, posteriormente, Cryo-EM do
complexo ternario SelA.tRNA>* SelB.

Experimentos para quantificacdo da conversdo Ser-Sec in vitro utilizando SelA,
tRNA>® e SelD na presenca de Se** e ATP.

Melhoria da resolug@o dos complexos coletados por Cryo-EM, tanto a otimizacao para
o complexo binario SelA.tRNA%* como ternario SelA.tRNA®.SelD.

Construcdo de uma quimera entre o dominio N-terminal de E. coli com a enzima
putativa dimérica SelA de M. jannaschii com o intuito de andlises dos resultados de
oligomerizacdo e interacdo com o tRNA especifico.

Finalizacdo dos experimentos de interacdo in vivo por Duplo-Hibrido dirigido.
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" E triste pensar que a natureza fala e que o género humano n&o a ouve.”
Victor-Marie Hugo
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Anexo C - Artigos em preparagdo e prémios
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unique tRNA®® and its role in Selenocysteine synthesis. Em revisao.
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Os trabalhos em colaboragdo junto ao Dr. Humberto D’Muniz Pereira ainda
possibilitardo a escrita de outros 2 artigos referentes aos dados cineticos e estruturais das
enzimas Nucleosideo-difosfato quinase (SMNDPK) e um Review a convite da revista Current
Pharmaceutical Design (Bentham) sobre as vias metabolicas de S. mansoni.

Os projetos de mestrado da aluna Jéssica Fernandes Scortecci, sobre as interacdes
moleculares da putativa SBP2 de N. gruberi, e do aluno Adriano de Freitas Fernandes, sobre a
especificidade do tRNA®® na interacdo com a enzima SerRS de E. coli, além dos dados

estruturais do complexo ternario SelA.tRNAS¥. SelD por Cryo-EM com dados de interacéo
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na presenca de compostos toxicos renderdo a escrita de outros 3 artigos. Por fim, em
colaboracdo com a Dra. Ana Paula Ulian de Aradjo e suas alunas, Heloisa Ciol e Raissa
Gutierrez, sera redigido um manuscrito da interacdo da via de biossintese de Sec em E. coli
realizada in vivo através de experimentos de Duplo-Hibrido e cinética ATPase por HPLC,
totalizando 6 artigos a serem escritos, 6 a serem finalizados, 3 a serem aceitos e um total de 7
ja publicados até o presente momento (1 IC, 2 mestrado e 4 doutorado).
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Além do Programa “Ciéncia sem Fronteiras” pelo financiamento do periodo realizado na
Universiteit Leiden (Holanda) (232251/2014-2) e do Departamento de Fisica da Universidade
Federal de S8o Carlos (DF/UFSCar) pelo periodo de trabalho como professor subtituto
(Ago/2013 — Jan/2015, 23112.002021/2013-21).

Durante o doutorado, o projeto e aluno foram premiados como: (I) Melhor painel de
Life Sciences da Sociedade Brasileira de Microscopia e Microanalises (SBMM, 2013); (1)
Early Carrer Scholar Award — IUMAS 6 da Microscopy Society of America (MSA) and the
Microanalysis Society (2014); (I1) Poster Award — Biological aplications da Microscopy
Society of America (MSA) and the Microanalysis Society (2014); (IVV) Melhor resumo — RNA
Institute Award (RNA Society, tRNA conference - 2014); (V) Young researchers fellowships
(25th tRNA conference, 2014); (V1) Melhor painel da 44th Reunido da Sociedade Brasileira de
Bioquimica (SBBq) e 23rd IUBMB (2015) e (VIlI) EMBO travel grants’ (Grenoble —
EMBO/EMBL, 2016).



