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RESUMO

ROSA E SILVA, |. Estudos biofisicos da Selenofosfato Sintetase de Escherichia coli e
investigacdo de seu papel na via de biossintese de Selenocisteinas. 2011. 140 p.
Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias) - Instituto de Fisica de Sdo Carlos, Universidade de S&o
Paulo, S&o Carlos, 2012,

A principal forma bioldgica do selénio em varios organismos € o aminoacido Selenocisteina
(Sec, U), que é incorporado em um polipeptidio emergente em cédons UGA especificos. Em
Escherichia coli, esta incorporacéo requer os genes que codificam para Seril-tRNA Sintetase
(SerRS), Selenocisteina Sintase (SELA), um tRNA>® especifico (SELC), Selenofosfato
Sintetase (SELD) e um fator de elongacdo de transcricdo especifico (SELB). A proteina
Selenofosfato Sintetase (EC 2.7.9.3) pertence a familia AIRS, de proteinas que tém o ATP
como substrato, e produz o composto biologicamente ativo doador de selénio, o
monoselenofosfato, a partir de ATP e seleneto. O gene selD em E. coli tem 1041 pares de
bases e codifica uma proteina com 347 aminoacidos e massa molecular de 37 kDa. A fase
aberta de leitura do gene selD foi amplificada do DNA gendmico de E. coli e clonada em
vetor de expressdo pet28a(+) (Novagen). A proteina recombinante foi superexpressa em E.
coli por inducdo com IPTG e purificada por cromatografia de afinidade por ligacdo a metal e
a fracdo eluida foi concentrada por ultrafiltracdo. Em seguida, o produto foi submetido a
clivagem da cauda de histidinas com Trombina. Para purificar o produto de reacdo de
clivagem com protease e para estimar sua massa molecular e estado oligomérico, empregou-
se cromatografia de exclusdo molecular. A proteina pura foi utilizada em experimentos de Gel
Nativo e em estudos das suas propriedades hidrodindmicas realizados por meio de
Espalhamento Dinamico de Luz (DLS), Espalhamento de Raios-X a Baixo Angulo (SAXS) e
Ultracentrifugagcdo Analitica (AUC). Os resultados obtidos revelam uma mistura de
oligbmeros em solucdo, em um equilibrio dimero-tetrdmero e tetrdmero-octdmero. Um
modelo tridimensional para o homodimero de SELD de E. coli foi obtido por Modelagem
Molecular e suas propriedades hidrodindmicas preditas concordam com aquelas obtidas
experimentalmente. Adicionalmente, triagens de condicOes de cristalizacdo da proteina
revelaram condi¢fes em que a proteina cristaliza na forma de pequenas agulhas e ensaios de
otimizagdo por variagdo da concentracdo de agente precipitante e pH ndo resultaram em

monocristais adequados para difracdo de raios-X. A analise do papel da SELD na via de



biossintese de Selenocisteinas levanta a hipdtese de que esta proteina deve entregar o
monoselenofosfato para o complexo SELA-SELC de modo que o selénio seja incorporado
para formacdo do aminoacido Selenocisteina, ja que os compostos de selénio sdo tdxicos
quando estdo livres na célula. Portanto, a investigacdo da interacdo da SELD com o complexo
SELA-SELC foi observada pelo monitoramento da anisotropia de fluorescéncia do complexo
SELA-SELC mediante titulacdo de SELD. A analise local da interacdo para manutencdo do
complexo SELD-SELA-SEC foi feita por meio de espectrometria de massas com troca H/D,
que revelou possiveis sitios de interacdo na superficie da SELD. Os resultados mostrados
neste trabalho ampliam o conhecimento sobre a via de biossintese de Selenocisteina,
revelando detalhes da interagdo da SELD com o complexo SELA-SELC.

Palavras-chave: Selenofosfato Sintetase. SELD. Selenocisteina. Escherichia coli.



ABSTRACT

ROSA E SILVA, I. Biophysical studies of Escherichia coli Selenophosphate Synthetase
and investigation of its role in the Selenocysteine biosynthesis pathway. 2011. 140 p.
Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias) - Instituto de Fisica de S&o Carlos, Universidade de S&o
Paulo, S&o Carlos, 2012,

The main biological form of selenium in several organisms is the amino acid Selenocysteine
(Sec, U), which is incorporated into selenoproteins in specific UGA codons. In Escherichia
coli, it requires the genes that codify to Seryl-tRNA Synthetase (SerRS), Selenocysteine
Synthase (SELA), a specific tRNA>* (SELC), Selenophosphate Synthetase (SELD) and a
specific translation elongation factor (SELB). Selenophosphate Synthetase (EC 2.7.9.3)
belongs to AIRS superfamily of proteins that have ATP as a substrate and this protein
produces the biologically active selenium donor compound, monoselenophosphate, from ATP
and selenide. The selD gene from E. coli is 1041 base pairs long and codifies a protein with
347 amino acids and molecular mass of 37 kDa. The open reading frame of selD gene was
amplified from E. coli genomic DNA and cloned into pET28a(+) expression vector
(Novagen). The recombinant protein was overexpressed in E. coli by IPTG induction and
purified by metal affinity chromatography, and the eluted fraction was concentrated by
ultrafiltration. The product was used for Thrombin protease cleavage of the 6-His tag. In order
to purify the product of proteolysis and to estimate its molecular mass and oligomeric state,
we used size exclusion chromatography. The pure protein sample was used for Native Gel
Electrophoresis. Hydrodynamic properties of the protein were studied by Dynamic Light
Scattering (DLS), Small angle X-ray scattering (SAXS) and Analytical Ultracentrifugation
(AUC). The results show an equilibrium between SELD oligomeric forms, as dimer-tetramer
and tetramer-octamer association in solution. A tridimensional model of E. coli SELD was
obtained by Molecular Modelling and its predicted hydrodynamic properties agree with those
observed experimentally. In addition, crystal screening revealed crystallization conditions
suitable for protein crystallization as small needles, but optimization of these conditions by
precipitant agent and pH variation did not result in monocrystals reliable for X-ray diffraction.
An analysis of SELD’s role in the Selenocysteine biosynthesis pathway indicates that SELD
must deliver monoselenophosphate to the SELA-SELC complex so that the selenium is

incorporated to the amino acid to form selenocysteyl-SEC, since selenium compounds are



toxic when they are freely available in the cell. This interaction was observed by fluorescence
anisotropy. The local analysis of complex formation was monitored by mass spectrometry
after H/D exchange and revealed possible sites for this interaction on SELD surface. The
results improve our knowledge about the Selenocysteine pathway in the cell, showing details
of the interaction between SELD and the SELA-SELC complex.

Keywords: Selenophosphate Synthetase. SELD. Selenocysteine. Escherichia coli.
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1 Introducéao

1.1 O elemento quimico selénio e seu papel na satde humana

A descoberta do selénio pelos cientistas suecos J. J. Berzelius e J. G. Gahn em 1817
foi por acaso. Ao examinar um residuo avermelhado, com odor fétido, encontrado em
camaras de chumbo usadas para producdo de &cido sulfurico, os cientistas isolaram uma
substancia desconhecida a época, com propriedades quimicas similares aquelas apresentadas
pelo elemento quimico teldrio (do grego, Telles, que significa Terra). Essa substancia foi,
entdo, chamada de selénio (do grego, Selene, que significa Lua) > *.

O elemento quimico selénio (Se) pertence ao Grupo 16/VIA e ao Periodo 4 da Tabela
Periodica dos elementos quimicos. Portanto, o selénio e seus compostos apresentam
propriedades quimicas similares aos compostos de enxofre (S) e teltrio (Te). Esta posi¢do na
Tabela Periddica é responsavel, em grande parte, por muitas de suas interacdes bioldgicas
com o enxofre, bem como com o arsénio e o fésforo »*,

Como o enxofre, o selénio reage com metais e ametais formando compostos i6nicos
com o fon seleneto (Se?). Os estados de oxidacdo do selénio que ocorrem naturalmente s&o -2
(como o seleneto de sddio, Na,Se), 0 (Se, o selénio elementar), +4 (como o selenito de sédio,
Na,SeOs) e +6 (como o selenato de sddio, Na,SeO,) *.

O selénio é um dos elementos quimicos mais raros, sendo apenas o 70° em abundéancia
entre os 88 elementos que ocorrem naturalmente na crosta terrestre *. Contudo, apesar de sua
escassez, tem papel fundamental na vida animal e humana °.

Como inicialmente era visto como substancia toxica para animais, que chegavam a
morrer apds ingestdo de plantas do género Astragalus, as quais acumulam selénio em suas
folhas, as primeiras pesquisas organizadas sobre o elemento quimico selénio foram
direcionadas ao estudo de sua toxicidade °. Entretanto, os pesquisadores Schwarz e Foltz, em
1957, mostraram que o selénio previne a necrose de figado em ratos na deficiéncia de
vitamina E >, o que levou & investigacdo de seus efeitos benéficos como um micronutriente.
Pinsent ja havia reportado em 1954 a importancia do selénio no crescimento de Escherichia

coli na presenca de glicose, em condic®es anaerdbias . Desta forma, o selénio passou a ser
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reconhecido pela comunidade cientifica como um importante fator nutricional para
procariotos e eucariotos.

Este micronutriente é obtido pelo homem a partir de plantas, que o absorvem em sua
forma inorganica a partir do solo. Nas plantas, o selénio é convertido as suas formas
organicas, como compostos metilados de selénio e os aminoécidos L-selenometionina
(SeMet) e L-selenocisteina (Sec), sendo o primeiro o aminoécido mais abundante em gréos e
legumes °. Em animais, este aminoacido é o principal precursor de L-selenocisteina®.

Para seres humanos, doses diarias acima de 880 pg de selénio sdo consideradas
téxicas, enquanto doses diarias abaixo de 20 pg sdo consideradas insuficientes °. A
Resolucdo RDC n° 269, de 22 de setembro de 2005, da Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA), regulamenta a ingestdo diaria recomendada (IDR) de selénio como
sendo de 34 ug para adultos .

Apesar da deficiéncia de selénio na dieta humana ser uma possibilidade bastante
remota, devido a sua ampla distribuicdo geografica nos solos, alguns casos foram relatados
em areas rurais da China, onde pessoas viviam de alimentos produzidos localmente, em solo
deficiente em selénio, consumindo menos de 10 pg/dia deste micronutriente. Deste modo,
essas pessoas passaram a desenvolver a doenca de Keshan, uma miopatia cardiaca com
sintomas parecidos com aqueles apresentados por gados criados em solo deficiente em selénio
em algumas regides dos EUA?. A doenca de Kashin-Beck, uma osteoartrite endémica em
certas areas do Tibete, também esté associada a ingestdo de baixas quantidades de selénio®?.

Além dessas enfermidades, ha evidéncia de que o cretinismo mixedematoso,
caracterizado por retardo mental e de crescimento, esteja relacionado a deficiéncia em selénio
e iodo, o que afeta 0 metabolismo do horménio da tireoide *°. Deficiéncia moderada de
selénio também tem sido relacionada a varias condi¢des patogénicas, como aumento de risco
ao cancer, infertilidade masculina, diminuicdo da atividade do sistema imune e da funcédo da
tireoide, além de varias condi¢bes neuroldgicas, incluindo doencas de Parkinson e
Alzheimer®.

A suplementagdo da dieta de animais em fazendas nos EUA com selénio e também seu
uso em fertilizantes foram adiados por véarios anos devido ao seu temido potencial
carcinogénico. Porém, o pesquisador americano Clark e seus colaboradores, em 1957,
demonstraram que o selénio tinha, na verdade, potencial atividade anti-cancer contra cancer
de prostata, pulméo e intestino . Com a suplementacdo de selénio, a indUstria pecuéria nos
EUA economizou milhGes de ddlares com a prevencdo de patogenias animais como a doenca

muscular bovina, além de ter havido um aumento significativo na reprodugéo dos animais *°.
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O mecanismo molecular preciso da agdo do selénio em condi¢des fisioldgicas e em
algumas patologias ainda é desconhecido ®. Entretanto, sabe-se que sua influéncia na sadde
humana se deve, em grande parte, a sua presenca em pelo menos 25 proteinas conhecidas
como selenoproteinas, compreendendo cinco glutationa peroxidases (GPxs), trés tiorredoxina
redutases (TRXRS), trés deiodinases (DIOs) e as selenoproteinas H, I, K, N, O, S, T, W, SelP,
SPS2, Sep15, SelM e MsrB1™.

A primeira evidéncia do papel do selénio na funcdo enzimatica foi mostrada
independentemente por Rotruck e colaboradores nos EUA !’ e Flohé e colaboradores na

Alemanha *®

, em 1973, quando descobriram a presenca de selénio na enzima glutationa
peroxidase, envolvida em processos antioxidativos. Diferentemente de outros metais que
interagem com proteinas como cofatores, este elemento esta presente em selenoproteinas na
forma do aminoacido L-selenocisteina (Sec), como demonstrado por Cone e seus
colaboradores em 1976 *°. Além disso, também foi identificado o nucleotideo modificado 5-
metilaminometil-2selenouridina (mnm5Se2U) em certos tRNAs 2.

As selenoproteinas tém atraido cada vez mais interesse da comunidade cientifica nos
ultimos 10 anos, como se observa pelo crescente nimero de publicacdes envolvendo o topico
(FIG. 1). Reflexo disso, 0 nimero de proteinas que contém selénio descritas na literatura vem
aumentando ultimamente, principalmente devido aos avancgos da Bioinformatica. Além das 25
selenoproteinas humanas, sdo conhecidas pelo menos 15 familias diferentes de

selenoproteinas codificadas por genomas de bactérias .

Entretanto, a distribuicdo de
selenoproteinas varia conforme a espécie, sendo aparentemente dependente do ambiente em
que o organismo vive e da disponibilidade de selénio. Algumas plantas superiores, certos

insetos e fungos perderam toda a maquinaria de insercdo de Sec

, enquanto outros
organismos, como 0 Trypanosoma brucei, dependem de selenoproteinas para sua

sobrevivéncia em determinadas condicdes de crescimento 3.
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FIGURA 1 —  Numero de publicagfes cientificas envolvendo o estudo de selenoproteinas (2000 — 2010).
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1.2 Selenocisteina: biossintese e incorporagdo em selenoproteinas

Um grande avango na bioquimica do selénio ocorreu em 1986, quando se descobriu
que os genes das selenoproteinas glutationa peroxidase de rato *° e formato desidrogenase de
E. coli % continham um cédon TGA, conhecido por corresponder a um cédon de parada de
traducdo no RNA mensageiro, em fase aberta de leitura (do inglés Open Reading Frame,
ORF), na posi¢do correspondente a uma selenocisteina na estrutura proteica. Pouco tempo
depois, Leinfelder e colaboradores identificaram um RNA transportador especifico para
incorporacdo de selenocisteina em selenoproteinas, o tRNA® (SELC) ?’. Desde entéo,
desenvolveu-se o paradigma da biossintese de uma selenoproteina, levando ao resultado
inesperado de que a selenocisteina (Sec, U) podia ser considerada como o 21° aminoacido
natural geneticamente codificado®.

A estrutura quimica da selenocisteina é similar a da cisteina, diferindo apenas pela
substituicdo do enxofre pelo selénio na cadeia lateral (FIG. 2). O efeito combinado das
diferencas fisico-quimicas entre os elementos enxofre e selénio, ou seja, 0 maior raio atbmico
do selénio em comparacdo com o enxofre, levando a sua maior polarizacdo e o maior
comprimento da ligacdo Se-Se, determinam as diferengas bioquimicas entre os residuos de

aminoécidos selenocisteina e cisteina encontrados em proteinas .
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FIGURA 2 - Representacbes 2D e 3D dos aminoacidos Al-A2) L-cisteina e B1-B2) L-selenocisteina. Em
vermelho é representado o oxigénio, em azul o nitrogénio, em amarelo o enxofre e em laranja o
selénio. As figuras foram preparadas usando os programas Marvin Sketch 2° e UCSF Chimera *.

Uma diferenca evidente entre esses aminoacidos é o pK, igual a 5,2 para o selenolato
da selenocisteina e igual a 8,5 para o tiolato da cisteina. Deste modo, em pH fisiol6gico (6,5 —
7,5), a molécula de selenocisteina esta desprotonada e, portanto, mais propensa a atuar em
reacOes de oxidorreducdo, uma das principais funcdes de selenoproteinas. Porém, muitas
proteinas homdlogas contendo cisteina no lugar de selenocisteina mantém a capacidade
antioxidante ** ¥, Para tal comparacdo, deve-se levar em consideracdo o microambiente na
estrutura proteica na qual esta inserido o aminoacido selenocisteina. Assim, essa diferenca de
pK, ndo explica a razdo pela qual selenoproteinas sdo expressas na natureza, substituindo suas
homélogas com residuo de cisteina na posicdo catalitica *'. Além disso, a eficiéncia catalitica
de reagdes enzimaticas envolvendo cisteina no lugar de selenocisteina mostrou-se de 10 a 100
vezes menor em mutantes de selenoproteinas que atuam como oxidorredutases e, portanto,
ndo justifica o0 maior gasto energético para a producdo de selenocisteina, considerando toda a
maquinaria de sintese e incorporacdo desse aminoacido em proteinas 3

A hipotese levantada por E. S. J. Amér *!, em 2010, é que a caracteristica que torna
uma selenoproteina unica em sua fungdo é a maior nucleofilicidade do selénio presente na
selenocisteina em comparacdo ao enxofre da cisteina. Deste modo, o autor propde que a
selenocisteina, como residuo catalitico em selenoproteinas envolvidas em reagdes de
oxidorreducao, leve a uma maior taxa de reagcdo quimica com eletrofilos quando comparada a
cisteina na mesma posicdo, que atua apenas mantendo o equilibrio redox e ndo é capaz de

mimetizar a acao da selenocisteina mesmo no microambiente quimico de uma proteina.
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A biossintese de selenocisteina e sua incorporacdo em selenoproteinas de maneira
especifica é extremamente custosa para 0s organismos que as produzem devido ao numero de
fatores celulares dedicados a redefinir os codons UGA especificos de terminacdo da traducao
para a insercdo de selenocisteina .

Em procariotos, a via de biossintese e incorporacdo especifica de selenocistena em
selenoproteinas tem sido bastante estudada ao longo dos ultimos 20 anos, sendo mais bem
entendida na enterobactéria E. coli % *. Formalmente, a biossintese de selenocisteina em E.
coli segue trés passos (resumidos na FIG. 6-A, juntamente com 0s passos seguintes da via de

insercdo de selenocisteina em proteinas):

a) Carregamento do tRNA>® com L-serina, consumindo ATP, em uma reacdo

catalisada pela enzima seril-tRNA sintetase (SerRS) *.

b) Formacdo de um intermediario 2,3-aminoacrilil-tRNA®® a partir do seril-tRNA,
catalisada pela selenocisteina sintase (SELA) na presenca do grupo prostético piridoxal-5’-

fosfato *°,

c) Ataque nucleofilico do selénio ao intermediario 2,3-aminoacrilil-tRNA®®, levando &
formacao do selenocisteil-tRNA>*, sendo que o selénio é obtido a partir de sua forma ativa, 0

monoselenofosfato, em uma reagdo catalisada pela enzima Selenofosfato Sintetase (SELD) *.

Forchhammer e colaboradores *°, em 1991, através de um experimento de microscopia
eletronica de alta resolucdo, mostrou que 5 moléculas de tRNA>C se ligam a um
homodecamero de SELA em E. coli. Como o nimero de moléculas de tRNA>* na célula é
cerca de 250 e de decdmeros de SELA é de aproximadamente 150 em E. coli, acredita-se que
esta enzima atue como um reservatério de selenocisteil-tRNAS*, uma maneira eficiente de
utilizar essa molécula na célula **.

O tRNA>* ¢ (inico, tendo caracteristicas distintas dos demais tRNAs conhecidos. Em
E. coli, apresenta 95 nucleotideos, sendo que 8 pares de bases estdo no brago aceptor e 5 no
braco T, além de 6 no braco D **. Em eucariotos e arqueias o nimero de nucleotideos é cerca
de 90, sendo 9 pares de bases no braco aceptor e 4 no brago T. Aléem disso, verifica-se a
presenca do nucleotideo modificado 5-metilaminometil-2selenouridina (mnm5Se2U) na

regido do anti-codon do tRNAS* desses organismos * (FIG. 3).
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FIGURA 3-  Estrutura secundaria encontrada em A) tRNAs em geral, B) tRNA>* de eubactérias e C) tRNA®

de arqueias e eucariotos. Adaptado ¥ 34,

A incorporacdo especifica do aminoacido selenocisteina em selenoproteinas de E. coli
requer o reconhecimento do cédon UGA no mRNA de selenoproteinas como sendo codon
para insercdo de selenocisteina e ndo um cdédon de parada de traducdo. Para isso, logo apos
esse codon existe uma estrutura secundaria na forma de grampo conhecida como SECIS
(Sequéncia de Insercdo de Selenocisteina). Em E. coli, esta estrutura contém 2 hélices e 2
voltas (loop), além de dois pares de bases ndo-Watson-Crick “° (FIG. 4A). A SECIS é
reconhecida por um fator de elongacdo de traducdo, chamado SELB em E. coli, em sua
porcdo C-terminal denominada dominio IV. SELB também interage com alta especificidade
com o selenocisteil-tRNA® **, A interagdo com ambos os RNAs leva & formacéo de um
complexo quaternério estavel entre SELB, GTP, selenocisteil-tRNA> e elemento SECIS. A
insercdo de selenocisteina no polipeptideo nascente ocorre no sitio A do ribossomo, apos a
hidrélise de GTP catalisada pela SELB “°.
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FIGURA 4 - Estrutura consenso do elemento SECIS em A) eubactérias, B) arqueias e C) eucariotos. Em
eucariotos sdo observados dois tipos de elemento SECIS: | e Il. O elemento SECIS tipo Il de
eucariotos é mostrado na caixa. Adaptado ** .
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Excesso de selenocisteil-tRNA®® na célula pode levar a um aumento do nivel de
selenocisteina livre, por sua hidrélise espontanea, e esta pode ser reciclada e servir como
doador de selénio para sintese de novo de selenocisteil-tRNA® **. Porém, a selenocisteina
também pode se infiltrar em vias de biossintese de proteinas e substituir a cisteina, o que pode
levar a inativagdo da enzima afetada devido a diferenca no potencial redox do grupamento
selenol, presente na selenocisteina, em relacéo ao tiol, presente na cisteina **. Assim, deve
haver regulacdo da biossintese do tRNA®* aminoacilado com selenocisteina .

No genoma de E. coli, 0s genes que codificam para os componentes da maquinaria de
biossintese e insercdo de selenocisteina em selenoproteinas estdo organizados em trés
unidades de transcricdo do genoma, conhecidas como selAB (FIG. 5A) (correspondente as
proteinas SELA e SELB), selC (correspondente ao tRNA>®) e selD (correspondente &
proteina SELD). A transcricdo dessas unidades é constitutiva e, portanto, independente da
condicdo fisiolégica. Porém, a traducdo da unidade selAB esté sujeita & regulacéo .

Estrutura similar ao elemento SECIS na regido 5’ ndo-traduzida do transcrito selAB de
E. coli foi identificada em 2002 por M. Thanbichler e A. Bock “° (FIG. 5B). Essa estrutura se
liga especificamente a SELB, com afinidade seis vezes menor quando comparada ao elemento
SECIS, formando um complexo quaternario com GTP e selenocisteil-tRNA®. Como a
formacdo desse elemento de estrutura secundaria ndo influencia na taxa de transcrigéo,
concluiu-se que a formacdo do complexo quaternario esta envolvida na regulacdo da iniciacdo

da traducdo, atuando como repressor de traducdo de SELA e SELB.
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FIGURA 5 - A) Organizagdo do operon selAB em E. coli. B) Estrutura do elemento similar ao SECIS na regido
5’ nédo traduzida do operon selAB. Na figura, destaca-se a regido de ligagcdo a ribossomo e o
asterisco indica o inicio da regido codificadora do gene selA. Adaptado .

Vias de biossintese e insercdo de selenocisteina comparaveis a encontrada em
bactérias também foram verificadas em arqueias “° e eucariotos ** . Porém, no caso desses

organismos, a biossintese de selenocisteil-tRNA>* envolve primeiramente a fosforilagdo do
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seril-tRNA®® pela enzima fosfoseril-tRNA>*-cinase (PSTK), especifica para seril-tRNA e
ndo para seril-tRNA". Em seguida, o fosfoseril-tRNA®® é convertido em selenocisteil-
tRNA>®, reacdo catalisada pela selenocisteina sintase (SepSecS) ** . Como em procariotos,
0 monoselenofosfato € o doador ativo de selénio, obtido a partir de seleneto e ATP em uma
reaco catalisada pela Selenofosfato Sintetase, isoforma 2 (SPS2) em eucariotos®. A isoforma
1 (SPS1) de eucariotos ndo € capaz de sintetiza-1o, o que condiz com o fato de que insetos que

apresentam somente a SPS1 nio sdo capazes de sintetizar selenoproteinas “.

Em eucariotos e arqueias, também & necessaria a presenca do elemento SECIS no
mMRNA das selenoproteinas. Porém, essa estrutura esta localizada na regido 3’ ndo traduzida
(3°-UTR), sendo que sao descritos dois tipos de SECIS em eucariotos, que se diferem pela
presenca de uma terceira hélice e uma volta apical menor no tipo Il quando comparado ao tipo
| % (FIG. 4B e 4C). A maquinaria de incorporacdo de selenocisteina em selenoproteinas de
eucariotos (FIG. 6B) e arqueias (FIG. 6C) também exige um fator de elongacédo de traducéo,
conhecido como EF-Sec, assim como procariotos, que apresentam SELB. Porém, apesar de se
ligar especificamente a tRNA®®, direcionando-o0 para o sitio A do ribossomo, ndo é capaz de
interagir com a SECIS, j& que ndo apresenta o dominio IV no C-terminal, observado em
SELB.

Um outro fator de elongacdo de traducdo, conhecido como SBP2, é responsavel pela
interacdo com SECIS e EF-Sec em eucariotos *’. Esse fator de elongacéo néo foi identificado
em arqueias e ndo se sabe se existe um intermediador da interagdo entre SECIS e EF-Sec
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nesses organismos °°. Estudos recentes, demonstraram, ainda, que a proteina SECp43

aumenta a interacdo entre EF-Sec e SBP2 in vivo ** %

e que a proteina ribossomal L30 se liga
ao elemento SECIS e, portanto, deve estar envolvida no mecanismo de decodificacdo do

codon UGA em eucariotos **.

Em eucariotos, o processo de transcricdo € compartimentalizado no nucleo e o
processo de traducgdo é citoplasmatico. Allmang e colaboradores®, baseado em evidéncias
experimentais prévias “®, propds, em 2009, a formacdo de um complexo, no ndcleo, entre
SPS1, SECp43, EF-Sec e selenocisteil-tRNA>* e posterior reconhecimento do complexo
formado pela SBP2 e o elemento SECIS. O complexo final é, entdo, exportado ao citoplasma,
onde ocorre a incorporacao de selenocisteina a uma selenoproteina em biossintese no sitio A

de um ribossomao.



Sec
SELA ‘
At
. H.
= ‘a,’ -
: o = 0 SELB
H,PO,SeH
AMP + Pi SE%
/ Sec (g
SELD
\ ATP <!
Se> N Fooe ‘3.1
o SECIS
mRNA
Ser -p Sec
PSTK ) E; SepSecS . Ei
S —T— o
mm: & - EFSec
ATP  ADP aoil I
H,PO,SeH
EFSec
AMP + Pi Sec ?
sPs ( AW
ATP 'Vf
e
mRNA SECIS
Ser -P Sec
PSTK i SepSecS . ::
ASS -
o =i o ET
LI e WY EFSec
ATP  ADP aciIi I3
H,PO;SeH P
EFSec
AMP + Pi SECp43 °*°
SPS2
ATP |
Se*
MmRNA

A) Star
g SerRS
Ags ags
...D... gt + Ser7T, . E...T..
it ATP AMP D %
N o
tRNASe® PPi
B) Ser
< SerRS
AiZ ASZ
0 S i
roist AP AMP  xiD
N
PPi
tRNA>
C) Ser
-3 SerRS S
ASZ AZZ
S =
m?” RN + Ser7-T' ““D”- - ..T.. ;
AP AMP ki
W N ok
tRNA PPi
FIGURA 6 -

Representacdo esquematica comparativa das vias de biossintese e incorporacdo de selenocisteina

em selenoproteinas de A) eubactérias, B) arqueias e C) eucariotos. No caso de eucariotos,
representam-se apenas as etapas que ocorrem no citoplasma celular. O ribossomo foi omitido nas
figuras. O ponto de interrogacdo em B) indica que ainda ndo esta determinada a ligacdo do
elemento SECIS de arqueias no complexo selenocisteil-tRNAS*-EF-Sec. Adaptado *°.
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Em contraste com a via especifica de metabolismo de selénio, também foi identificada
sua incorporacgdo nao-especifica, resultado da similaridade quimica do selénio com o enxofre.
Quando presente em alta concentracdo na célula, isto é, em concentracfes de selenito acima
de 1uM, o selénio entra nas vias de metabolismo de enxofre e é metabolizado a seleneto. O
seleneto é, entdo, usado para a produgdo de monoselenofosfato, o qual é necessario para a
producdo de selenocisteina ou 5-metilaminometil-2-selenouridina pela via especifica de

metabolismo de selénio *°.

O selenato, quando absorvido pela célula, é carreado pela via de transporte de selenato
e reduzido a seleneto via sistema de reducdo de sulfato. Quando oferecido a célula na forma
de selenito, a reducdo parece ocorrer através da interacdo com compostos com grupamento
tiol, como a glutationa. Bactérias crescidas na presenca de selenito apresentam cheiro
caracteristico de alho devido & producéo de formas metiladas de selénio, que s&o volateis .

A primeira forma bioldgica do selénio formada na celula é a selenocisteina, que pode
ser convertida a selenocistationa e selenometionina. Por outro lado, selenocisteina livre
também pode ser usada na sintese de selenocisteil-tRNAY e, assim, h4 incorporacdo de
selenocisteinas na posicdo de cisteinas em proteinas. Quando ha selenometionina disponivel
no meio celular, esta é prontamente incorporada em proteinas nas posi¢cdes de metioninas.
Este resultado é bastante empregado para a resolucdo da estrutura cristalografica de proteinas
pelo método de dispersdo andmola em multiplos comprimentos de onda. Por outro lado,

selenocisteina livre é altamente toxica e, portanto, inibitéria para o crescimento celular *°.

1.3 Selenosfosfato Sintetase

A enzima Selenofosfato Sintetase (SELD, SPS) de E. coli foi caracterizada por
Leinfelder e colaboradores em 1990 %. Em seu trabalho, a fase aberta de leitura do gene que
codifica para SELD em E. coli foi clonada em vetor pACYC184 e sequenciada. O gene selD
em E. coli codifica para uma proteina de 347 aminoacidos com massa molecular calculada de
36,687 kDa. Ensaios de complementacdo funcional de cepas de E. coli com o gene selD
deletado demonstraram que a proteina SELD é necesséria para a incorporagdo de selénio no

nucleotideo modificado 5-metilaminometil-2-selenouridina de tRNA e para a biossintese de
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selenocisteina. Além disso, usando extratos com SELD e SELA superexpressos, observou-se
a formacéo eficiente de selenocisteil-tRNA3* a partir de Ser-tRNA3* %,

A primeira estrutura cristalografica de uma Selenofosfato Sintetase foi publicada em
2008 *2 para a SPS do procarioto Aquifex aeolicus, truncada no N-terminal (cédigo PDB
2ZAU) e na auséncia de ligante (codigo PDB 2ZAU), revelando uma proteina com
enovelamento do tipo o/B, composto por dois dominios homdlogos aqueles apresentados pelas
proteinas pertencentes a Superfamilia AIRS, onde se encontram proteinas que tém ATP como
substrato: aminoimidazol-ribonucleotideo sintetase >* (AIRS ou PurM), formilglicinamida-
ribonucleotideo amidotransferase ** (FGAR-AT ou PurL), proteina de maturacéo de [NiFe]-

> (HypE), tiamina monofosfato cinase *® (ThiL), além da Selenofosfato

hidrogenases
Sintetase > (SELD ou SPS). Todas estas enzimas apresentam conservacdo da sequéncia
Dx,GA/GXP no N-terminal, responsavel pela ligacdo de ATP *,

Um fato interessante é que, com excecdo da PurL, todas as outras possuem tamanho
similar, com aproximadamente 340 aminoacidos, e apresentam-se em forma ativa dimérica.
A enzima Selenofosfato Sintetase apresenta uma caracteristica Unica dentro desta familia de
proteinas, ja que, enquanto as outras catalisam a hidrdlise de ATP a ADP, a SPS consome
ambas as ligaces fosfoéster de alta energia do ATP %3 formando AMP.

No inicio da década de 1990, estudos de espectroscopia de NMR mostraram que um
derivado labil contendo selénio, produto da reacdo catalisada pela enzima Selenofosfato
Sintetase de Escherichia coli, era, na verdade, um composto que continha selénio ligado a um
grupamento fosfato, o monoselenofosfato *’. A reacdo catalisada pela enzima SELD (EC
2.7.9.3), deste modo, foi proposta como sendo:
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FIGURA 7 — Reacdo catalisada pelas Selenofosfato Sintetases.
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O grupamento fosfato do monoselenofosfato ¢ derivado do y-fosfato do ATP,
enquanto o fosfato inorganico é derivado do grupamento B-fosfato °” *%. A enzima SELD
catalisa a hidrolise do ATP a AMP também na auséncia de seleneto, o0 que sugere que a
quebra da ligacao B-y fosfoanidro deve ser a primeira etapa do mecanismo de reagdao da
enzima, independente da presenca do seleneto no sitio ativo >°.

A estrutura cristalografica da Selenofosfato Sintetase da bactéria Aquifex aeolicus em
complexo com um analogo da molécula de ATP, a adenosina 5’-(a-B-metileno)-tiofosfato
(AMPCPP) % (cédigo PDB 2YYE), revelou dois sitios de ligacdo a ATP, formados na
interface de dimerizacdo do homodimero. Quatro residuos de asparagina coordenam quatro
fons Co”*" que se ligam aos grupamentos fosfato do AMPCPP. Os fons Co?* devem ser
substituidos in vivo pelos fons Mg?*, essenciais para a atividade catalitica da SELD. O
grupamento y-fosfato € acessivel ao solvente, o que sugere que um nucledfilo putativo poderia
fazer um ataque nucleofilico nesta posicéo para gerar selenofosfato e ADP *°.

Além disso, Kim e colaboradores, em 1992, mostraram que uma cisteina na posi¢édo 17
da estrutura primaria da SELD de E. coli, localizada na volta N-terminal rica em glicina, €
essencial para sua atividade catalitica. As estruturas cristalograficas da Selenofosfato
Sintetase da bactéria Aquifex aeolicus mostram que o residuo de cisteina/selenocisteina
catalitico no N-terminal mével pode apontar tanto para o solvente, em condicfes para aceitar
seleneto (na forma “aberta” da proteina), formando perseleneto (Sec-Se’), quanto para o ATP
ligado ao sitio catalitico (na forma “fechada”), podendo entregar o seleneto, quando em forma
de perseleneto (Sec-Se’), para formacdo de monoselenofosfato. Uma molécula de agua
proxima ao grupamento B-fosfato poderia atuar como um nucledfilo na subsequente hidrélise
do ADP a AMP e Pi %,

E improvével que o seleneto livre seja o substrato da SPS in vivo, ja que a constante de
Michaelis-Menten (Ky) da enzima SELD de E. coli na presenca de seleneto é igual a 7,3 uM,
valor que se encontra no limiar de toxicidade para muitos organismos °*. Uma proteina Nifs-
like, como a CsdB de E. coli, homdloga a cisteina desulfurases e selenocisteina liases, deve
entregar o seleneto derivado de selenocisteina para a SPS in vivo. Proteinas Nifs-like, em
bactérias, e selenocisteina liases, em eucariotos, apresentam o mesmo enovelamento das
selenocisteina sintases, sendo enzimas pirodoxal-5’-fosfato dependentes e catalisam a
abstracdo do selénio/enxofre de selenocisteina/cisteina livre. A interagcdo direta entre a
Selenofosfato Sintetase e uma proteina Nifs-like em bactéria foi postulada e investigada por
Docagem Molecular por Itoh e colaboradores em 2009 . Neste trabalho, eles mostraram que

a volta N-terminal rica em glicina conservada entre Selenofosfato Sintetases pode alcancar o



40

grupo selenosulfeto formado na cisteina 364 (Cys364) presente no sitio ativo da enzima CsdB
de E. coli (cddigo PDB 1KMK).

Em animais, existem dois homologos de Selenofosfato Sintetase, designados por SPS1
e SPS2, com identidade sequencial de 72% em humano. Enquanto observa-se a conservagao
da cisteina/selenocisteina catalitica para a SPS2, a SPS1 ndo a possui e sua funcdo é
desconhecida. Especula-se que a SPS1 esteja envolvida na via de salvacdo de selénio que

recicla selenocisteina livre .

Wang e colaboradores, em 2009, a partir da analise das estruturas cristalograficas da
proteina SPS1 humana em complexo com ADP e seu analogo AMPCP (codigo PDB 3FD5 e
3FD6), além de estudos bioguimicos da SPS1 na presenca de ions monovalentes, mostraram
que o fon K* deve catalisar a hidrdlise do ADP no sitio ativo da enzima, posicionando o
grupamento B-fosfato para ataque nucleofilico por uma molécula de &gua. Este trabalho,
ainda, indica que a SPS deve consumir a segunda ligacdo fosfoéster para proteger o produto
selenofosfato 1abil durante a reacdo catalitica. Deste modo, a proposta para 0 mecanismo de

reacdo e dividida em duas etapas:
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Small-Howard e colaboradores “®, em 2006, mostraram que a proteina SPS1 interage
in vitro e in vivo com a selenofosfato sintase (SepSecS) humana, que catalisa a formagéo do
selenocisteil-tRNA>*, a partir do monoselenofosfato produzido na reacdo catalisada pela
SPS2. Tanto a SepSecS quanto a selenocisteina liase possuem um enovelamento do tipo | de
proteinas ligadoras de piridoxal-5’-fosfato. Desta forma, se a SPS2 também é capaz de se
ligar a SepSecS, entdo o monoselenofosfato sintetizado pela SPS2 pode ser entregue a
SepSecS, como postulado por Itoh e colaboradores ®. A transmissdo sequencial de selénio
entre Nifs-SELD-SELA, em bactéria, e Sec-liase-SPS2-SepSecS, em eucariotos, é razoavel
para evitar a difusdo de compostos reativos de selénio, levando a eficiente biossintese de
selenocisteina.

No presente trabalho, a proteina recombinante SELD de E. coli foi caracterizada em
solucdo quanto a sua forma oligomérica. Dada a proposta de transmissdo sequencial do
composto biologicamente ativo de selénio da SELD & SELA %, a interacio SELD-SELA-
SELC foi investigada in vitro e possiveis regides de interacdo da SELD com o complexo
SELA-SELC foram analisadas.
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2 Objetivos especificos

e Analisar a sequéncia de aminoacidos da proteina SELD de Escherichia coli quanto as
suas caracteristicas fisico-quimicas e construir um modelo de sua estrutura
tridimensional.

e Amplificar a fase aberta de leitura do gene selD a partir do DNA gendmico de
Escherichia coli e clona-la em vetor de expressdo pET28a(+) (Novagen).

e Expressar a proteina recombinante SELD e purifica-la.

e Caracterizar a proteina recombinante SELD por meio das técnicas: Espectroscopia de
dicroismo circular, Eletroforese em gel nativo, Espalhamento dindmico de luz,
Espalhamento de raios-X a baixos angulos e Ultracentrifugacdo analitica.

e Realizar testes de cristalizagdo com a proteina recombinante SELD.

e Investigar a interacdo da proteina SELD com o complexo formado entre a proteina
SELA e o tRNAS* (SELC) por meio das técnicas de Anisotropia de fluorescéncia e
Espectrometria de massas com troca hidrogénio/deutério.
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3 Materiais e Métodos

3.1 Analise da proteina SELD de E. coli por meio de ferramentas de

Bioinformatica

A predicdo in silico de propriedades das proteinas tem-se mostrado bastante util na sua
investigacdo funcional e também como guia para o trabalho experimental com uma dada
proteina. Dada sua sequéncia priméria, ou seja, sua sequéncia de aminoéacidos, é possivel
fazer predicOes acerca de estrutura secundaria, terciaria e quaternaria, possiveis modificacdes
pos-traducionais e até mesmo de interacdes com outras proteinas. Deste modo, ferramentas de

Bioinformatica foram empregadas para o estudo da proteina SELD de E. coli.

3.1.1 Analise da sequéncia de aminoacidos

A analise tedrica dos parametros fisico-quimicos da proteina SELD de E. coli foi feita
através da ferramenta PROTPARAM do servidor ExPASy %, a partir de sua sequéncia de
aminoécidos. O servidor DISULFIND ® foi entdo utilizado para predizer se as cisteinas da
proteina poderiam fazer ligacGes dissulfeto para manutencdo da estrutura proteica.

Uma andlise de dominios para esta sequéncia de aminoacidos foi feita através do
servidor SMART ©° e também na Base de Dados de Dominios Conservados % (CDD, sigla em
inglés), onde também foi possivel identificar a conservacdo de aminoacidos importantes para
manutencdo de sua estrutura e funcdo. Um alinhamento maultiplo com sequéncias homdlogas
foi gerado por meio do programa ClustalW ¢ e a predicdo de estrutura secundéria foi feita por
meio do servidor PSIPRED ©¢,
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3.1.2 Modelagem das estruturas terciaria e quaternaria

A estrutura tridimensional de uma proteina e seu arranjo em estrutura quaternaria estao
diretamente relacionados a sua funcéo biologica. Métodos experimentais como cristalografia
de proteinas ou ressonancia magnética nuclear (RMN) sdo bastante empregados para
resolucdo da sua estrutura tridimensional, porém apresentam diversas limitacoes
experimentais, como necessidade de alta concentracdo proteica e condi¢cGes experimentais
adequadas, muitas vezes, dificeis de serem alcancadas com uma amostra proteica. Por isso,
métodos computacionais tém sido desenvolvidos para a predicdo da estrutura tridimensional

de proteinas *°.

Tem-se evidéncia de que a estrutura tridimensional de proteinas é mais conservada
evolutivamente que a sequéncia de aminoacidos, sendo que, nos ultimos anos, menos de 15%
das estruturas depositadas no PDB (do inglés, Protein Data Bank) apresentam um tipo de
enovelamento novo . Assim, os métodos computacionais de predicdo de estrutura proteica
sdo, em geral, baseados em estruturas conhecidas obtidas por cristalografia ou RMN, tomadas
como molde para a Modelagem Molecular de proteinas.

Dentre as técnicas de Modelagem Molecular de proteinas, destacam-se a modelagem
Ab Initio, o Threading e a Modelagem Comparativa ou Modelagem por Homologia, sendo
que a primeira ndo utiliza de nenhuma informagdo ja conhecida acerca da estrutura
tridimensional de proteinas homdlogas, partindo de um campo de for¢a molecular que define
a interagcdo entre os atomos que compdem a sequéncia primaria € de condi¢des iniciais do
sistema. Para tal, ¢ necessario definir o ambiente quimico em que se considera o sistema, isto
¢, se a modelagem considera a presenca de dgua, por exemplo. Porém, esta técnica ¢ limitada
a capacidade de processamento do computador utilizado, dificilmente sendo utilizada para
predicdo de estrutura de sequéncias de aminoacidos relativamente grandes (>100
aminoacidos).

Proteinas com identidade da sequéncia de aminoéacidos acima de 20 % com proteinas
cuja estrutura ja ¢ conhecida por cristalografia de raios-X ou RMN podem ser usadas para
modelagem por Threading (de 20 — 30 % de identidade sequencial) ou mesmo modelagem
comparativa (acima de 30 % de identidade sequencial). Porém, para valores de identidade
entre sequéncias de aminodcidos proximos a 30%, a escolha entre uma técnica ou outra

depende bastante da qualidade do alinhamento entre as sequéncias de aminoacidos. Além
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disso, a combinacdo de técnicas de modelagem molecular tem se mostrado bastante util na
modelagem de proteinas que ndo apresentam uma boa cobertura no alinhamento de sua
sequéncia de aminoacido com homélogas ®. Na busca por um modelo confiavel da estrutura
tridimensional da SELD de E. coli, ambas as técnicas foram empregadas para a modelagem
do mondémero da proteina, sendo que a Modelagem por Threading foi feita pelo servidor /-
Tasser * e a Modelagem Comparativa foi feita utilizando-se o programa Modeller 9.10 7

No caso do Threading (que significa alinhavamento), inicia-se com a sequéncia de
aminoacidos da proteina em estudo e procuram-se, em um banco de dados de estruturas de
proteinas, fragmentos de sequéncias de aminoacidos com estrutura tridimensional conhecida
que se alinham com a sequéncia em estudo. Esta etapa ¢ guiada pela similaridade local entre a
estrutura secunddria predita para a proteina em estudo e a apresentada pelo fragmento molde
daquela regido. A qualidade do alinhamento ¢ medida baseando-se na significancia estatistica
do melhor alinhamento, no caso do servidor I-Tasser  utilizado neste trabalho. O resultado
sdo fragmentos de estruturas proteicas do banco de dados cuja sequéncia de aminoacidos
corresponde a regides da estrutura primaria da proteina em estudo. A organizagcdo dos
fragmentos em uma estrutura tridimensional € feita através de simulagdo de Monte Carlo por
replica-exchange neste servidor, até que se encontre um modelo otimizado. Caso existam
regidoes da sequéncia de interesse que ndo alinhem com nenhuma sequéncia com estrutura
conhecida, este servidor utiliza modelagem Ab initio para modelagem das mesmas. A
avaliagdo do melhor modelo resultado do threading foi feita por meio dos servidores de
validagio de estrutura proteica SAVES ' e ProSa %,

No caso da Modelagem Comparativa, para a qual foi utilizado o programa Modeller
9.10 ", a construcdo do modelo tridimensional para a proteina alvo se inicia com a busca de
sequéncias homaologas a proteina em estudo em banco de dados de sequéncias de aminoacidos
de proteinas cuja estrutura ja esta resolvida. Neste trabalho foi utilizada a ferramenta BLASTp
do servidor BLAST " para esta etapa. A construcdo do modelo parte do alinhamento com as
sequéncias de aminoécidos das estruturas-molde, feita por meio do programa Clustalw °, e
busca satisfazer restricGes espaciais, obtidas a partir da estrutura tridimensional do molde. A
avaliacdo dos modelos gerados foi feita através do valor de energia dos modelos (DOPE) e
dos servidores SAVES ™ e ProSa .

Os modelos de estrutura terciaria gerados foram visualizados e analisados utilizando
0s programas PYMOL (DeLano Scientific LLC) e UCSF Chimera *°. A modelagem de um
homodimero foi feita a partir do alinhamento 3D de dois monémeros com as cadeias A e B da

30

estrutura de codigo PDB 3FD5, por meio do programa UCSF Chimera *, seguida de



48

minimizacdo de energia pelo servidor ROSETTA DOCK ®. Este servidor identifica
conformacBes de baixa energia do complexo de interacdo proteina-proteina por meio de
otimizacdo de orientacdo de corpo rigido e conformacdo de cadeias laterais. A analise do
resultado foi feita pelo servidor PISA ”, que é uma ferramenta para a exploracdo de interfaces
entre macromoléculas e predicdo de possiveis estruturas quaternarias. A obtencdo de
propriedades hidrodindmicas do modelo estrutural para a SELD de E. coli foi feita através do
programa HYDROPRO 8,

3.2 Preparacéo da SELD de E. coli

A preparacdo da proteina recombinante SELD de E. coli foi feita a partir da
amplificacdo da fase aberta de leitura (ORF) do gene selD utilizando DNA genémico de E.
coli, seguida de sua clonagem em vetor de expressdo pET28a(+), expressao da proteina SELD
recombinante e purificacdo por cromatografia de afinidade e cromatografia de exclusdo
molecular. As etapas envolvidas na preparacdo da SELD de E. coli foram acompanhadas pela

técnica Dra. Susana A. Sculaccio e encontram-se detalhadas nas subsec¢des seguintes.

3.2.1 Extracéo de DNA gendmico de Escherichia coli DH5a

Células da cepa de Escherichia coli DH5a foram inoculadas em 5 mL de meio de
cultura Luria-Bertani (LB) e incubadas por 16 horas sob agitacdo de 250 rpm a 37 °C. Um
volume de 1 ml desta amostra foi utilizado para extracdo de DNA gendmico por meio do kit
Wizard® Genomic DNA Purification (PROMEGA), de acordo com as condi¢Ges do

fabricante.
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3.2.2 Amplificacdo da fase aberta de leitura do gene selD de Escherichia

coli

Com base na sequéncia de nucleotideos do gene selD de Escherichia coli, com nimero
de acesso NC_004431 no banco de dados do NCBI ”°, foram sintetizados oligonucleotideos
com os sitios de clivagem para enzimas de restricdo Ndel e Xhol (TABELA 1), de modo que
fosse possivel a amplificacdo da fase aberta de leitura (ORF) do gene selD de E. coli. Nesta
etapa, foram utilizados os programas BioEdit ® e Gene Runner ® para alinhamento dos
fragmentos de nucleotideos, verificacdo dos sitios de clivagem e célculo das temperaturas de

anelamento.

TABELA 1 - Oligonucleotideos utilizados para amplificagdo da ORF do gene de interesse por meio de PCR.

SITIO RESTRICAO OLIGONUCLEOTIDEOS
Ndel - CATATG ACTGTATCATATGAGCGAGAACTCGATTCGTTTGACCCAATAC
Xhol - TCTGAG TGCACTCGAGTCATTAACGAATCTCAACCATGGCACGACCGAC

A amplificacdo do fragmento de interesse foi feita por meio do método de reacdo em
cadeia da polimerase (PCR), a partir do DNA gendmico extraido de E. coli e dos
oligonucleotideos descritos na TABELA 1, nas condi¢cBes da TABELA 2, empregando-se 0
ciclo esquematizado na FIG. 9.

TABELA 2 - Condicdes da reagdo de amplificagdo dos genes.

Reacéo de amplificacdo Volume (pL)
Tampé&o (20mM Tris-HCI pH 8,4, 50mM KCI) 5
dNTP [10mM] (N=A, G,C, T) 1
MgCl, [256mM] 1
Oligonucleotideo [150 ngl/uL] (5°do gene) 1
1
2
1

Oligonucleotideo [150 ng/uL] (3"do gene)
DNA genbémico
Tag DNA Polimerase (5 U/uL)
H,0 milli-Q 38



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nuccore&val=26245917
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FIGURA 9 - Representacdo esquematica da condicdo da reacdo de amplificacdo do gene selD de E. coli.

O resultado foi analisado em gel de agarose preparativo 1 % com brometo de etidio
(0,5 pg/mL), em tampdo TAE 1X (8 mM Tris-acetato pH 8,0, 0,2 mM EDTA). O fragmento
do gene selD de Escherichia coli amplificado foi ent&o purificado a partir do gel de agarose
preparativo utilizando-se o kit Wizard® SV Gel Clean-Up System (PROMEGA), de acordo

com as condic¢des do fabricante.

3.2.3 Clonagem do gene selD de Escherichia coli em vetor pET28a(+)

(Novagen)

O vetor de expressao pET28a+ (Novagen) (FIG. 10) possui uma regido promotora T7
localizada anteriormente ao inserto do gene em estudo, além de um sistema de controle de
inducdo através da variacdo da concentragdo do indutor isopropil-tio-B-D-galactopiranosideo
(IPTG). Também apresenta uma sequéncia codificante para um grupo de 6 histidinas (His), de
modo que o DNA clonado neste vetor é expresso produzindo uma proteina recombinante em
fusdo N-terminal com esses aminoacidos. Além disso, entre a sequéncia codificada pelo gene
e a cauda de histidinas, h4 uma regido de reconhecimento da protease Trombina, para

posterior clivagem desta cauda.
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T7 promoter primer #69348-3

>

pET upsxrgarlr‘”pnmer #69214-3 T7 promoter So— i "
Neo | His*Tag de| Nhel T7+Tag

Eag| thrombin
BamH | EcoR| Sacl _Sall Hingll Notl  XnoN/ His*Tag

Bpu1102 | T7 terminator

LATAACTAGC ATAACCCCTTOGGECCTCTAAACGGGTCTTGAGGRG H

-
T7 terminator primer #69337-3

FIGURA 10 - Vetor de expressdo pET28a(+). A cauda N-terminal de 6xHis esta marcada em vermelho. As
setas indicam as regides reconhecidas pelas enzimas de restricdo Ndel e Xhol, entre as quais foi
inserida a ORF selD de E. coli.

Para a clonagem do gene selD de Escherichia coli, o produto da reacdo de PCR
purificado do gel de agarose 1%, como descrito na secdo 3.2.2, e 0 vetor pET28a(+)
(Novagen) foram digeridos utilizando as endonucleases de restricdo Nde | e Xho | (BioLabs)

de acordo com a reacdo descrita na TABELA 3.

TABELA 3 - Reagentes usados nas reacfes de digestdo do vetor de clonagem e do gene de interesse.

Reacéo de digestdo Volume (uL)
Produto de PCR 20,0
Enzima Nde | (1 U) 1,0
Enzima Xho | (1 U) 1,0
NE buffer 2 (10X) 5,0
BSA (100 X) 2,0
H,0 g.s.p 21,0

A reacdo de digestdo foi incubada a 37 °C por 4 horas. Em seguida, os produtos de
digestdo foram submetidos a eletroforese em gel de agarose e entéo purificados como descrito
na secdo 3.2.2. O produto de digestdo purificado foi submetido a ligagdo em vetor pET28a(+)
digerido e purificado, seguindo o protocolo de reacdo descrito na TABELA 4. A reacdo foi

incubada por 16 horas a 16°C. O resultado € designado construgéo selD E. coli/pET28a(+).
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TABELA 4 - Reagentes usados na reacao de ligacdo do fragmento dos genes de interesse em vetor pET28a(+).

Reacdo de ligacdo Volume (uL)
Inserto digerido e purificado 6,0
Vetor pET28a(+) digerido e purificado 2,0
Enzima T4 DNA ligase (20U/ul) (BioLabs) 1,0
Tampéo (10x) 1,0

O volume total da mistura de ligacdo (10 uL) foi utilizado na transformacéo de células
competentes E. coli DH5a, preparadas através do método do cloreto de célcio. As células
foram, primeiramente, mantidas em repouso no gelo por 30 minutos. Em seguida foi feito um
choque térmico a 42°C por 1 minuto, seguido de incubacgdo no gelo por 2 minutos. Apos esta
etapa, foram adicionados 250 pL de meio SOC (2 % triptona, 0,5 % de extrato de levedura,
10 mM de NaCl, 2,5 mM de KCI, 10 mM de MgCl,, 10 mM de MgSO,, 20 mM de glicose,
pH 7,4), previamente aquecido a 37 °C. A amostra foi mantida sob agitacdo por 1 hora a 200
rpm a 37°C. Em seguida, 100 ul de produto foram adicionados a placa de Petri contendo 20
ml de meio LB solido e antibi6tico canamicina em concentracdo de 30 pg/mL. A placa foi
incubada durante 16 horas a 37°C.

Apos transformacéo, foram selecionadas colonias para serem inoculadas a 37 °C por
16 horas em 5 mL de meio LB contendo canamicina (30 ug/mL). Em seguida, procedeu-se
com extracdo do DNA plasmidial através do kit GeneJET™ Plasmid Miniprep (Fermentas

Life Sciences), de acordo com as condicGes do fabricante.

A confirmacdo da ligagéo foi feita pelo teste de digestdo, por meio da reacdo descrita
na TABELA 3, mantida por 4 horas a 37°C. Os resultados foram verificados a partir de gel de

agarose 1 %.

Os plasmideos recombinantes também foram submetidos ao sequenciamento dos
nucleotideos pelo método de terminacdo de cadeia por di-deoxinucleotideos 8 utilizando o
equipamento ETDye Terminator (GE Healthcare), processo executado pela técnica Dra.
Susana A. Sculaccio. O resultado do sequenciamento foi analisado pelo programa SegMan

pertencente ao software DNAStar (Lasergene Sequence Analysis Software — DNAStar).
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3.2.4 Expressado da proteina SELD de E. coli

Células da cepa de E. coli, BL21(DE3), transformadas com a construgdo selD E.
coli/pET28a(+), foram inoculadas, incialmente, em 5 mL de meio de cultura LB contendo
canamicina (30 pg/mL) e incubadas por 16 horas sob agitacdo de 250 rpm a 37°C. Ap0s
crescimento das células, inocularam-se 10 mL dessa amostra em 1 L de meio de cultura LB
liquido, mantendo sob agitacdo a 37°C até atingir um valor de densidade Optica de 0,5
absorbancia, medido a 600 nm em espectrofotdbmetro. Apds esta etapa, a expressdo da
proteina foi induzida com 1 mM de IPTG por um periodo de 3 horas.

Em seguida, as células foram centrifugadas a 12000 g por 15 minutos a 4°C. O pellet
foi ressuspendido em 50 mL de Tampédo de Lise (50 mM TRIS-HCI pH 8,0, 300 mM NaCl e
10 mM Imidazol) e submetido a ultrassonicacdo por 6 ciclos, no equipamento 550 Sonic
Dismembrator (Fisher Scientific). Cada ciclo corresponde a uma sonicacdo de 30 segundos
com intervalo de 1 minuto. As células lisadas foram centrifugadas por 5 minutos a 20000 g a
4°C, de modo a separar a fracdo sollvel (sobrenadante) e insolGvel (precipitado). Durante a
expressao, foram separadas aliquotas de cada etapa, que foram analisadas a SDS-PAGE 15%.
O gel foi corado com 0.010% de Comassie brillant blue e descorado com acido acético 10%.
A fracdo soluvel foi submetida a purificacéo.

3.2.5 Purificacéo por Cromatografia de Afinidade

A clonagem do gene que expressa a proteina SELD em vetor de expressdo pET28a(+)
(Novagen), que levou a expressdo de uma proteina em fusdo com uma cauda N-terminal de
seis histidinas, possibilitou a utilizacdo da técnica de cromatografia por afinidade a um ion
Co?* imobilizado (FIG. 11). Assim, em pH 8,0, que corresponde & condigdo experimental,
ocorre a interagdo reversivel entre residuos do aminodcido histidina da cadeia polipetidica e o
fon metalico Co?* imobilizado em coluna TALON™ Metal Affinity Resin (BD Biosciences),

sendo possivel separar a proteina recombinante em solucéo.
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H,C== coo~
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FIGURA 11 - Purificacdo por afinidade a metal imobilizado. Adaptado do manual da coluna TALON™ Metal
Affinity Resin (BD Biosciences).

O composto quimico imidazol foi utilizado para realizar a eluicdo da proteina que se
liga & resina contendo os fons Co®", ja que o anel imidazélico tem maior afinidade quimica
para ligacdo a esses ions em pH 8,0 e pode competir com os residuos de histidina pela ligagéo.
No caso da proteina SELD de E. coli, a coluna empacotada com 1 mL de resina de cobalto foi
previamente lavada com agua milli-Q e, em seguida, equilibrada com 10 ml de tampéo |
contendo 50 mM TRIS-HCI pH 8,0, 300 mM NaCl e 10 mM de Imidazol. O sobrenadante (50
mL) proveniente da lise celular de 1 L de cultura bacteriana descrito na se¢édo 3.2.4 foi
aplicado a coluna em aliquotas de 25 mL. Em seguida, fez-se uma lavagem com 30 ml do
tampdo | adicionado de 10 mM de Imidazol, para retirada das proteinas que ndo se ligaram a
resina. A proteina foi eluida da coluna através de aplicacdo de 30 ml do tampéo | adicionado
de 20 mM de Imidazol, seguida de aplicacdo de 10 mL de tampéao | com 200mM de Imidazol

e, finalmente, 10 mL do mesmo tampédo com 500 mM de Imidazol.

3.2.6 Dialise

As amostras eluidas na purificacdo por afinidade de ambas as proteinas recombinantes
(~ 40 ml) foram submetidas ao processo de dialise contra um tampéao contendo 50 mM TRIS-
HCI pH 8,0, 300 mM NaCl e 5 mM DTT. O composto quimico DTT atua impedindo a
formacdo de ligacOes dissulfeto, evitando agregacdo das proteinas. A dialise foi realizada a
4 °C e foram feitas 3 trocas do mesmo tampao (~ 1 L), de 3 em 3 horas. A amostra de proteina
foi submetida a concentracdo por ultra-filtragdo em membrana Millipore, sob rotacéo de 2000

g a 4 °C. A concentracdo de proteina das amostras resultantes foi medida utilizando-se o
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espectrofotdmetro Nanodrop™ 1000 (Thermo Scientific), no qual é possivel aplicar apenas 2
pL de amostra de proteina para leitura de absorbancia, A, a 280 nm e calculo da concentragdo
proteica, C, dado o coeficiente de extingdo molar tedrico, €, para a proteina (se¢do 3.1.1), por

meio da Lei de Beer-Lambert &3

A Q) =log(l/1y) = Ce(M)1 (1)

onde | é o caminho Optico percorrido pela luz, que no caso é igual a 1 mm.

3.2.7 Clivagem da cauda de histidinas com Trombina

As amostras concentradas foram submetidas a clivagem da cauda de histidinas
utilizando a protease Trombina (Amersham Bioscienses), que foi adicionada na proporc¢édo de
1 unidade de protease para 100 pg de proteina recombinante. A reacdo foi mantida por 14
horas a 20°C e interrompida com a adicdo de 1 mM de PMSF, que atua como inibidor de
proteases. O resultado foi verificado por SDS-PAGE 15%.

3.2.8 Purificacdo por Cromatografia de Exclusdo Molecular

Na cromatografia por exclusdo molecular, as moléculas séo separadas de acordo com
diferengas em seus tamanhos e formas moleculares. A matriz da coluna & um polimero com
poros de tamanhos selecionados. Proteinas com maior massa molecular migram mais rapido,
pois tendem a passar direto pela matriz sem penetrar nos poros da resina, enquanto que
moléculas com menor massa molecular tendem a penetrar nos poros da resina e migram mais
vagarosamente através da coluna .

Nesta etapa de purificacdo, foi utilizada uma coluna Superdex 200 HR 10/300 (GE)
acoplada ao sistema de cromatografia AKTA Explorerl0 (GE). A amostra de proteina pura,
apos dialise e clivagem da cauda de histidinas, com uma concentracdo aproximada de

2,0 mg/mL (54,5 puM, em 500 pL), foi aplicada na coluna previamente equilibrada com
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tampédo 50 mM TRIS-HCI pH 8,0, 300 mM NaCl e 5 mM DTT. O fluxo de corrida foi de 0,5
mL/min e o andamento da purificagdo foi monitorado a 280 nm por espectrofotometria. As
fraches eluidas foram analisadas em gel 15% SDS-PAGE e as amostras resultantes foram

concentradas por ultrafiltracdo.

3.3 Caracterizacao biofisica da proteina recombinante SELD de E. coli

A caracterizacdo biofisica da proteina recombinante SELD de E. coli foi feita
empregando-se espectroscopia de dicroismo circular para investigacdo de sua estrutura
secundaria, além de eletroforese em gel nativo, espalhamento dindmico de luz, espalhamento
de raios-X a baixo angulo e ultracentrifugacdo analitica para estudo de suas formas
oligoméricas em solucdo e suas propriedades hidrodindmicas. Os experimentos empregados
foram realizados em colaboragdo com aluna de doutorado Livia Maria Faim, paralelamente ao
seu trabalho com as Selenofosfato Sintetases de Trypanosoma brucei e Leishmania major, e

encontram-se detalhados nas subsec¢des seguintes.

3.3.1 Espectroscopia de Dicroismo Circular

A Espectroscopia de Dicroismo Circular (CD) é uma técnica que se baseia na
interacdo diferenciada de moléculas assimétricas com feixes de luz circularmente polarizada a
esquerda e a direita. Estes feixes de luz circularmente polarizada, quando atingem moléculas
opticamente ativas, sdo absorvidos diferentemente, devido aos diferentes coeficientes de
extingdo da molécula para cada polarizagdo. Apoés atravessar a molécula, cada componente do
feixe de luz continua circularmente polarizado, porém os raios das circunferéncias tracadas
pelo vetor campo elétrico de cada componente séo diferentes. Combinando-as, tem-se como
resultado um feixe de luz elipticamente polarizada, j& que as duas componentes tém

amplitudes diferentes ®, como se observa na FIG. 12.
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FIGURA 12 - Decomposicdo do feixe de luz plano polarizado em duas componentes circulares polarizadas a
esquerda (L) e a direita (R), a) antes e b) depois de passar por amostra opticamente ativa.
Adaptado %.

O Dicroismo Circular (CD) pode ser definido como a diferenca entre a absor¢do das
componentes circularmente polarizadas & esquerda e a direita (AA) %, com A dada pela
equacdo 1. A elipticidade (0) corresponde ao angulo cujo arco ¢ igual a razdo entre os semi-

. . . , . . 83.
eixos maior e menor da elipse. Este valor estd relacionado com AA da seguinte forma ~:

0(graus) = (180 )(In10)(AA/4m) (2)

Pode-se definir, ainda, a elipticidade molar, como sendo *

(3)

6

6] = —
dada a concentracdo C da amostra e o caminho 6ptico I.
A maioria das macromoléculas bioldgicas sdo opticamente ativas e a atividade dptica
esta intimamente relacionada a sua conformacdo. Como as proteinas estdo repletas de centros
quirais (como o carbono a, de todos os aminoacidos exceto a glicina, e o carbono B da
treonina e isoleucina) distribuidos ao longo das suas estruturas secundarias (a-hélices, folhas-
B, voltas-p), estas estruturas podem ser identificadas e quantificadas por meio da técnica de
CD. Espectros de CD de proteinas exibem bandas na regido de 250-260 nm e 180-250 nm que
correspondem a ligacdes dissulfeto e ligacBes peptidicas, respectivamente . A FIG. 13
mostra os diferentes espectros de CD descritos para as diferentes estruturas secundarias de

uma proteina.
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FIGURA 13 - Espectro de CD no UV distante. ( ) a-hélice; (-- -- -- ) folha-B antiparalela;
(....)volta-p, (----)estrutura irregular. Adaptado *.

A partir do espectro de CD da proteina em estudo € possivel estimar a porcentagem de

cada estrutura secundaria presente, ja que estas possuem espectro de CD caracteristico.
Considerando-se o espectro de uma proteina, [6(1)], como combinacéo linear dos espectros

de estruturas secundarias tem-se &
[0D)] = xal0D] + x5[65(D] + x:[6:(D] +x,[6,(D)] (4)

onde 6;,comi=a,p,ter, designam os espectros caracteristicos de estruturas de hélices- a,
folhas- B, voltas e estruturas desordenadas, respectivamente. A deconvolucdo do espectro de
CD de uma proteina consiste em se obter os coeficientes y, xg X: € xr, que correspondem
as porcentagens de estrutura secundaria na estrutura, a partir da combinagdo linear de
espectros de estruturas secundérias de base de dados de espectros de CD para biomoléculas .

O espectro de Dicroismo Circular da proteina SELD de E. coli foi obtido utilizando
um espectropolarimetro JASCO J-810 (JASCO International Co. Ltd), equipado com um
sistema de controle de temperatura do tipo PELTIER PTC 423S/15, do Laboratério de
Espectrometria e Calorimetria (LEC) do LNBio. O espectro foi coletado na regido do UV
distante, no intervalo de comprimento de onda de 190 a 250 nm, com resolugéo de 0,2 nm,
utilizando uma cubeta de quartzo de caminho 6ptico de 0,1 cm para amostra de proteina em
concentragdo de 0,20 mg/ml (5,45 puM). A sensibilidade foi mantida em 100 miligraus e o
tempo de resposta em 0,5 segundo. O programa Spectra Manager (JASCO) foi usado para
registro dos dados. A deconvolucdo do espectro de Dicroismo Circular foi feita usando o

programa CDNN #°.
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3.3.2 Estimativa da massa molecular e raio hidrodindmico por

Cromatografia de Excluséao Molecular

Para se determinar o valor da massa molecular e raio hidrodindmico (raio de Stokes)
da proteina em seu estado oligomérico predominante em solucéo e, possivelmente, confirmar
seu valor teorico, proteinas-padrdo com diferentes massas moleculares foram analisadas nas
mesmas condi¢fes da cromatografia por exclusdo molecular realizada com a proteina SELD
de E. coli. A partir do volume de eluicdo de cada padrdo e conhecendo-se sua massa
molecular e raio hidrodinamico, foi possivel obter curvas de calibracdo através do programa
ORIGIN 8.0 (ORIGINLab).

3.3.3 Eletroforese em Gel Nativo

A eletroforese em gel nativo é uma técnica que permite determinar a homogeneidade
da amostra de proteina, bem como seu estado oligomérico em solucdo. O experimento com a
proteina recombinante SELD de E. coli foi realizado sob condic¢des padrao, utilizando um gel
com gradiente PhastGel 8-25 (GE) em tampdo 0,112 M Tris e 0,112M de acetato pH 6,4.
Foram aplicados 4 pL de amostra de proteina a 2,0 mg/ml (54,5 uM). O gel foi corado com
Coomassie Blue G-50 0,1% em solucdo aquosa de metanol 25% e acido acético 5%. Um
conjunto de proteinas de massa molecular e raio hidrodindmico conhecido foi usado como
padrdo. A partir da distancia de migracdo de bandas no gel, foi possivel estimar a massa
molecular e o raio hidrodindmico correspondente a cada banda a partir de curvas de

calibracéo.

3.3.4 Espalhamento Dinamico de Luz (DLS)

O Espalhamento Dinadmico de Luz é uma técnica capaz de analisar biomoléculas de

interesse em solucdo. Na pratica, as macromoléculas encontram-se hidratadas e o raio
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calculado a partir do coeficiente de difusdo oferece uma estimativa do tamanho aparente da
particula com sua camada de solvatagdo, denominado assim, raio hidrodindmico, Ry, a partir
do qual também é possivel estimar sua massa molecular .

Como as particulas estdo em Movimento Browniano em solucdo, é possivel associar
um coeficiente de difusdo translacional para seu movimento em solucdo, dado pela equacéo

de Einstein &:

(5)

que depende do coeficiente friccional, f, da particula com a solucdo, da temperatura T, da
constante universal dos gases R e do nimero de Avogadro Na. O coeficiente friccional, por

sua vez, esta relacionado com a viscosidade da solucdo, 1, através da relacdo de Stokes 2*:

f = 6mnRy (6)

0 que indica que quanto maior for a particula, maior o atrito sentido para seu movimento
translacional, ja que também depende do seu raio hidrodindmico, Ry.

Uma correcdo do valor experimental D para o estado padrdo da agua a 20°C é
necessaria para analise comparativa de dados obtidos em diferentes condigdes experimentais

em diferentes laboratdrios e é dada por:

293,2 UT,W &

D,,, =D
0 T 7720,w 77w

obs ( 7 )
onde T designa as condicdes experimentais de temperatura, n, e n,, Sao as viscosidades do
solvente e da agua, respectivamente, calculadas utilizando o programa SEDNTERP %, e o

indice 20, w indica as condi¢fes padrbes T = 20 °C em agua.

A razéo do valor maximo de D (Destera, COeficiente de difusdo para uma esfera de raio
igual a Ry) para o valor de D observado, Destera/ D2ow, € igual a razdo do coeficiente friccional
experimental para o coeficiente friccional minimo (fo, calculado para uma esfera de raio Rp).
Esta razdo, f / fo, € conhecida como fator de Perrim, a qual mede a forma assimétrica maxima
da particula a partir de uma esfera %.

O principio da técnica de DLS se baseia na incidéncia de luz monocromatica em
solucdo de particulas e monitoramento das flutuagdes da intensidade de luz espalhada com o
tempo. Como as particulas estdo em movimento em solugdo, ha uma forte correlagéo entre o

padrdo de espalhamento de luz em um dado instante e em um instante muito proximo, da



61

ordem de nano ou microssegundos. A correlacdo é reduzida comparando-se intervalos de

tempo maiores ®3. A funcio de autocorrelagdo temporal é dada por %
G(t) = <I(ty) ><I(ty+ 6t) > (8)

Sendo I(ty) a intensidade de espalhamento em um instante e I(t, + 6t) a intensiadade de
espalhamento em um instante imediatamente depois. Para particulas esféricas e

monodispersas, a funcéo G(t) é dada por
G(t)= Ae?'*+B (9)
com A e B constantes e I" a constante de decaimento da curva exponencial, sendo
I = Dq? (10)
onde g € o vetor de onda de luz espalhada dada por

q= 47”5@71(%) (11)

onde A € o comprimento de onda da luz espalhada e 6 é o &ngulo de espalhamento de luz.

O resultado do experimento, portanto, € a obtencdo do valor de I' a partir da funcéo de
autocorrelacdo e, entdo, o calculo de D e, consequentemente, de Ry. A estimacdo de massa
molecular da proteina considerando-a como esférica é possivel, deste modo, conhecendo-se

também sua densidade. Assim, podemos estimar seu estado oligomérico em solugéo °.

Para tanto, utilizou-se o equipamento ProteinSolutions DynaPro™ do LEC-LNBio. A
amostra resultante da purificacdo por cromatografia por exclusdo molecular, posteriormente
submetida a concentragdo por ultrafiltracdo, foi centrifugada por 10 minutos a 10000 g e,
entdo, aplicada em cubeta de quartzo para realizagdo de varias medidas DLS, a diferentes
concentragdes. O software DYNAMICS™ seleciona as medidas mais representativas e calcula

seu valor médio.
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3.3.5 Espalhamento de Raios-X a Baixo Angulo (SAXS)

Em um experimento de SAXS, a amostra de proteinas em solucdo € iluminada com
feixe monocromatico de raios-X e 0s 4tomos que compdem a amostra interagem com a
radiacdo incidente. Como a energia dos fétons incidentes € bem menor que a de ligacdo dos
elétrons nos atomos, os elétrons se comportam como se estivessem livres. Particulas
carregadas livres e oscilantes produzem ondas eletromagnéticas em todas as direcdes,
coerentes com a onda incidente e com o mesmo comprimento de onda, no caso de
espalhamento eléastico. A intensidade da radiagdo espalhada depende do éangulo de
espalhamento (20) 87,

A principal diferenca entre a técnica de cristalografia de raios-X e SAXS ocorre
devido ao fato da estrutura cristalina apresentar um arranjo periodico nas trés dimensfes com
um grande nimero de repeti¢des, enquanto que em solucdo as particulas ndo estdo ordenadas,

mas sim em movimento browniano &’

H&, portanto, uma perda de informacdo em
experimentos de espalhamento de raios-X a baixo angulo, devido a necessidade de se tomar a

média sobre todas as orientagcdes no espago.

Mesmo assim, em sistemas monodispersos e polidispersos é possivel a determinacao
da dimensdo (Dmsx) das proteinas analisadas, bem como do seu raio de giro (Rg), que
corresponde a distancia quadratica média dos elétrons em relacdo ao centro de massa da

molécula, e da sua forma em solucéo.

Os dados coletados do espalhamento de raios-X em fung¢éo do angulo incidente podem
ser usados para o célculo da funcdo de distribuicdo de distancias, p(r), que inclui toda a
informacdo estrutural possivel de ser obtida. Com esta funcéo, € possivel obter um modelo ab
initio do envelope (forma) da proteina. Deste modo, € possivel compara-lo ao espalhamento
que seria obtido com uma proteina homéloga, cuja estrutura cristalografica é conhecida .

Neste trabalho, os resultados experimentais de espalhamento de raios-X a baixo
angulo nas amostras de SELD de E. coli em concentracdo de 1,5 mg/ml (40,9 uM) em tampao
25 mM TRIS-HCI pH 8,0 e 50 mM NaCl, na presenca de 5 mM DTT, foram coletados em
colaboracdo com o doutor Mario de Oliveira Neto do Grupo de Cristalografia de Proteinas do
IFSC-USP. Os dados de SAXS foram coletados na linha SAXS2 do Laboratorio Nacional de
Luz Sincroton (LNLS, Campinas-SP), utilizando um comprimento de onda A = 1,488 A, em

detector bidimensional disposto a 1068,97 mm da amostra.
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A andlise sistemética dos resultados experimentais foi feita, inicialmente, através do
programa FIT2D®, normalizando-se os dados pela intensidade do feixe e multiplicando-se
pela absorcdo da amostra. Subtraiu-se o espalhamento da solucdo tampédo foi subtraido da
curva de espalhamento da solucdo de proteina. O raio de giro da proteina foi obtido

utilizando-se a aproximacao de Guinier ®:

RZ]q2

2

I(q) = 1(0)exp(——*—) (12)

onde q ¢ o modulo do vetor de espalhamento (q = 4 @ sen (6/1)), Ry € 0 raio de giro e 1(0) é a
intensidade no angulo zero. Esta expresséo e valida tipicamente para gRq < 1,3. O valor de
I(0) normalizado para a concentracdo de proteina é proporcional a massa molecular da
proteina e foi utilizado pelo programa SAXS MoW % para estimacdo da massa molecular da
proteina em solugdo. Adicionalmente, a distribuicdo de distancias foi calculada pelo método

de Transformada Inversa de Fourier, onde &

p(r) = [, q1(q) sin(rq) dq (13)

Este método estd implementado no programa GNOM %, onde foi possivel obter a curva de
distribuicao de distancias p(r) e a Dmax.

O programa CRYSOL ** foi utilizado para a comparagéo deste resultado com estruturas
de SELD homologas ja conhecidas e também com o modelo da estrutura tridimensional da

SELD de E. coli obtido como descrito na segéo 3.1.2.

Modelos de baixa resolucdo foram gerados pelo método Ab Initio através do programa
DAMMIN 2. Arrefecimento simulado é usado na procura por um modelo compacto que
concorde bem com os dados experimentais, atraves de minimizacdo de uma funcdo do
pardmetro discrepancia, , que leva em consideracdo a intensidade de luz espalhada e aquela
calculada do modelo gerado. Foram realizadas 10 reconstrucdes ab intio independentes com o

programa DAMMIN %2 que foram promediadas através do programa DAMAVER .



64

3.3.6 Ultracentrifugacéo Analitica

A Ultracentrifugacdo Analitica (AUC) é uma técnica biofisica que permite o
monitoramento da sedimenta¢do de macromoléculas em solu¢do em funcdo do tempo, quando
submetidas a um campo centrifugo uniforme. Deste modo, permite a determinacdo de
parametros hidrodindmicos e termodinamicos de proteinas em solucdo, através de dois
métodos: Velocidade de Sedimentagdo (SV, em inglés) e Sedimentagdo em Equilibrio (SE,
em inglés) .

Quando uma particula é submetida a centrifugacdo sob velocidade de rotacédo
constante, ®, esta ¢ forgada para o fundo do tubo, sob certa velocidade de sedimentacao, u. A
relacdo entre a velocidade de rotacdo e a velocidade de sedimentacdo € conhecida como
constante de sedimentacdo ou constante de Svedberg * e é dada por:

u _ M({-vp) _ MD(1-vp)
w?r Naf  RT

(14)

onde r é a posicao radial, M é a massa molar, ¥ é o volume parcial especifico, p ¢ a densidade
do solvente, N, € o numero de Avogadro, f é o coeficiente friccional, D é o coeficiente de
difusdo translacional e R é a constante universal dos gases. O maximo valor de coeficiente de

sedimentacdo é conhecido por Sesera € é dado por &

M (1-vp)
Sesfera = 3Mp_ 1/3 ( 15 )
v
N ,6
A m{‘lﬂNAj
3|\/| —\1/3
v : : N
com R, = [ M\T J , obtidos rearranjando-se as equacoes 5, 6 e 14.
A

No caso da SELD de E. coli, o coeficiente de difuséo foi obtido utilizando-se a técnica
de DLS, enguanto o volume parcial especifico da proteina e a densidade do solvente foram
calculados através do programa SEDNTERP *°. Para todas as amostras o tampéo utilizado foi
TRIS-HCI 25 mM pH 8,0, NaCl 50 mM, B-Mercaptoetanol 1mM, sendo v = 0,7397 ml/g,

£ =1,00101 g/mL e n =0,01014 poise. O coeficiente de sedimentacdo maximo (s_...) € 0

esfera

coeficiente de difusdo méaximo (D, .) para diferentes formas oligoméricas da SELD de E.

esfera
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coli considerando-a como globular foram calculados por meio do mesmo programa e s&o
apresentados na TABELA 5.

TABELA 5 - Parametros hidrodinamicos da SELD de E. coli.

SELD de E.coli MM (kDa)  Sestera (1072 S) Destera (X 10 cm?/s)

Monémero 36,97 3,8977 9,6948
Dimero 73,94 6,1713 7,6947
Trimero 110,91 8,0866 6,7220

Tetramero 147,87 9,7963 6,1073

Octamero 295,75 15,5510 4,8474

* Neste caso, foram incluidos os aminoacidos resultantes da clivagem com a protease Trombina.

Uma correcdo do valor experimental de s para o estado padrdo da agua a 20°C é
necessaria para analise comparativa de dados obtidos em diferentes condi¢Ges experimentais e

diferentes laboratérios e é dada por :

Mre J (1_V,0)20,w (16)

Mom

onde T e B designam as condigdes experimentais de temperatura e tampao, e o indice 20,w

indica condicdes padroes.

Deve-se mencionar que a razdo do valor maximo de s para o valor de s observado,
Sesera / S20w, € igual ao fator de Perrim, o qual mede a forma assimétrica maxima a partir de
uma esfera.

Rearranjando a equacdo 14, temos a relacdo entre a massa molecular da particula, o

coeficiente de sedimentacéo e o coeficiente de difuséo translacional ®:

SRT

M= sa=om

(17)

através da qual é possivel se obter a massa da particula, dados s e D experimentais.
Todos 0s processos que ocorrem durante um experimento de ultracentrifugacéo

analitica podem ser descritos pela equacio de Lamm®:
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3_c=li r[)@—sm'zrzc(r‘,?‘) (18)
ot rar ot

que descreve a evolucdo no tempo da distribuicdo de concentragdo, c(r), da particula em
estudo, dados s e D, sob uma velocidade de rotacdo constante.

O experimento de velocidade de sedimentacdo (SV) (FIG. 12A) é baseado em
propriedades termodinamicas e usa alta velocidade de rotagéo para formar um gradiente de
concentracdo de particulas em uma célula de amostra, que € medido por absor¢do de luz UV.
A medida que a proteina sedimenta com o tempo, a migracéo da particula em estudo é medida
atraves da comparacdo com uma célula de referéncia, em que se encontra somente o tampéao
da amostra®™. Deste modo, a partir das curvas de absorbancia versus posicéo (raio) na célula,
obtidos em diferentes instantes de tempo, é possivel calcular uma distribuicdo de coeficiente
de sedimentacdo s, c(s), utilizando o programa SEDFIT ¥’. Neste trabalho, os experimentos de
SV foram realizados no LEC/LNBIo, para amostras de SELD de E. coli nas concentracdes
0,15, 0,30, 0,45, 0,60, 0,80 e 1,00 mg/ml (4,09, 9,80, 12,27, 16,36, 21,83 e 27,27 uM,
respectivamente), sob velocidade de rotacdo de 30000 rpm, a 20 °C em ultracentrifuga
analitica Beckman Optima XL, equipada com rotor AN-60Ti (Beckman Coulter), em
colaboracdo com o professor Dr. Jalio Cesar Borges do Grupo de Biologia Molecular e
Bioquimica do 1QSC-USP.

O experimento de Sedimentacdo em Equilibrio (SE) (FIG. 12B), por sua vez, baseia-se
em principios termodindmicos, sendo sensivel @ massa da particula, mas ndo ao seu formato.
O experimento € feito em velocidades de rotacdo baixas o suficiente para que as forcas de
sedimentacdo e difusdo alcancem um equilibrio *®. No estado estacionario, é possivel derivar a
constante de associagdo entre diferentes formas da proteina em solucdo, analisando diferentes
modelos de associacdo da mesma, pelo método Self-Association, do programa SEDPHAT .
Neste trabalho, os experimentos de SE foram realizados, também, no LEC/LNBio, com
amostras de SELD de E. coli em concentrac¢6es de 0,50, 0,75 e 1,00 mg/ml (13,63, 20,45 e
27,27 UM, respectivamente), sob velocidades de rotacdo de 8000, 10000 e 12000 rpm,
também em colaborag&o com o professor Dr. Julio Cesar Borges.
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FIGURA 14 - Experimentos de Ultracentrifugacdo Analitica. A) SV e B) SE. Adaptado *.

3.3.7 Ensaios de Cristalizacéo

A elucidacdo da estrutura tridimensional de proteinas pelo método cristalografico esta
condicionada a obtencdo de cristais de tamanho e qualidade que possibilitem a coleta de
dados de difracdo de raios-X. A area de cristalografia de proteinas tem tido um grande avanco
ao longo das ultimas décadas, porém a taxa de sucesso na cristalizacdo de proteinas ainda
continua baixa. Na média, apenas de 15 a 20 % das proteinas alvo de estudo que podem ser
purificadas cristalizam de forma que possam ter sua estrutura resolvida por difracdo de raios-
X%,

O crescimento de um cristal de proteina inicia-se a partir de uma solucéo
supersaturada e prossegue até um estado termodinamicamente estavel no qual a proteina esta
em fase s6lida na forma de cristal. O tempo para se atingir o equilibrio tem grande influéncia
no resultado final, que pode ser desde um precipitado amorfo ou micro-cristais até um cristal
unico e grande. Condic6es de supersaturacdo podem ser obtidas atraves da adicdo de agentes
precipitantes, como sais, solventes organicos e polietilenoglicéis (PEG), ou modificando
parametros fisico-quimicos da solucéo, tais como pH e temperatura 8,

O procedimento mais comum utilizado para cristalizacdo de proteinas € o método de
difusdo de vapor, que se baseia em um processo de equilibrio entre duas solu¢des (uma gota e
um reservatorio) através da fase de vapor, em ambiente fechado. A gota possui uma solucgéo

menos concentrada do que o reservatorio e tende a equilibrar a sua pressao de vapor com a



68

pressdo de vapor da solugdo. Ocorre, entdo, a difusdo de compostos volateis da gota para o
reservatorio, tornando a gota concentrada até um nivel 6timo para cristalizacdo da proteina.
Desde que o sistema entre em equilibrio, esta condicdo é mantida até que a cristalizacdo seja
completada. Entre os métodos que utilizam este principio estdo o método da gota pendurada
(hanging drop) e o método da gota apoiada (sitting drop), que se diferem na orientacdo da
gota de solucdo proteica no sistema *®°, como mostrado na FIG. 15.

amostra de
proteina

B)

A)

L amostra de proteina

‘k L1 o~
S ‘_ reservatério

FIGURA 15 - Método de Difusdo de Vapor: A) gota pendurada e B) gota apoiada.

A triagem inicial de condigOes de cristalizagcdo da SELD de E. coli em concentragoes
de 5,0, 6,0 e 7,0 mg/ml (136,4, 163,6 e 190,9 uM, respectivamente) foi feita em placas de
cristalizacdo com 96 pocos a 20°C, através do método de difusdo de vapor. Foram utilizados
os kits comerciais Classics Suite, Classics Il Suite, PEG Suite, PEG Il Suite (QIAGEN), Index
HT e Salt RX (Hampton Research), em um total de 576 condicdes de cristalizacdo diferentes.
As gotas de cristalizacdo foram feitas em robd de cristalizagdo Honeybee 939 (Molecular
Dynamics), contendo 0,7 pl de solucdo de proteina (25 mM TRIS/HCI pH 8.0, 25 mM NaCl,
2 mM DTT, 5 mM MgCl,, na presenca e na auséncia de 5 mM ADP, 5 mM ATP ou 5 mM
AMPcPP) e 0,7 pl de solucdo precipitante, utilizando o método da gota apoiada.
Considerando-se as diferentes condi¢bes da amostra de proteina, foram analisadas mais de
2000 condic0es de cristalizagéo diferentes.

As técnicas de cristalizagdo de proteina, que em geral focam na otimizacdo de
estratégias de cristalizacdo, estdo se voltando para o melhoramento das propriedades das
proteinas sujeitas a cristalizagdo, tendéncia que comegou na década de 1990, com o
desenvolvimento de técnicas de Biologia Molecular e Espectrometria de Massas. Deste modo,
cientistas puderam focar os esforcos de cristalizagdo em dominios estaveis das proteinas-alvo,
identificados, por exemplo, por protedlise limitada *.

Ensaios de protedlise in-situ foram realizados para otimizar a cristalizacdo da SELD

de E. coli, considerando-se que a proteina apresenta um N-terminal bastante flexivel, o que
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pode dificultar a formacdo de contatos cristalinos e, consequentemente, levar & néo
cristalizacdo. Primeiramente, testes de protedlise com uma variedade de proteases foram
realizados para identificar uma protease capaz de gerar um padrdo de degradacdo estavel,
detectado por SDS-PAGE. Como a protease Quimiotripsina apresentou um produto estavel,
esta foi adicionada aos ensaios de cristalizacdo na concentracdo de 250 ug/ml e mantida por
20 minutos. Apos este tempo, foi adicionado inibidor de protease PMSF (1 mM) na reacéo.

O produto de proteodlise com Quimiotripsina também foi purificado por cromatografia
de exclusdo molecular em coluna SUPERDEX 75 10/300 (GE) e a amostra de proteina
purificada foi submetida as mesmas condic¢des de cristalizagdo. As condicdes que levaram a
formacdo de cristais foram otimizadas por variacdo de pH e concentracdo de precipitante.
Cristais selecionados foram testados para difracdo de raios-X na linha MX2 do Laboratério

Nacional de Luz Sincrotron em Campinas-SP.

3.4 Estudo da interacéo da SELD de E. coli com o complexo SELA-SELC

3.4.1 Anisotropia de Fluorescéncia

A medida de anisotropia de fluorescéncia de uma amostra € ideal para determinacédo da
associacdo de proteinas e formacdo de complexos de macromoléculas. Isso porque a
anisotropia varia em resposta a mudanca na taxa de rotacdo de uma molécula em solucéo, que
depende do tamanho e da forma da particula, além da viscosidade do solvente. Além disso, é

uma medida independente da concentracéo de proteina em solugdo ***.

Deste modo, a amostra de SELD de E. coli foi titulada em solugéo contendo 5 uM do
complexo SELA-SELC, na proporcao 1:1 em mols de monémeros, sendo 10 nM de tRNAS®
marcado com fluoresceina. Esse experimento foi realizado em colabora¢do com o aluno de
mestrado Vitor Hugo Balasco Serréo e a aluna de doutorado Livia Regina Manzine, ambos do
Grupo de Cristalografia de Proteinas do IFSC-USP. O procedimento de marcacdo do SELC
com fluoresceina e sua interacdo com SELA foi padronizado pela doutoranda Livia Regina

Manzine (dados ndo publicados).
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As medidas de anisotropia de fluorescéncia foram realizadas a 25 °C em
espectrofluorimetro I1SS-PCI (ISS Champaign, IL), em geometria L. O comprimento de onda
de excitacdo foi de 495 nm e um filtro de cutoff de 515 nm (corte de 50% da intensida em 515
nm). Os valores de anisotropia (r) foram calculados pelo programa Vinci-ISS (1SS

Champaign, IL, EUA) obedecendo a relacéo *™*:

_ [lyy—=Glyp] (19)

[yy+2GIyH]

em que | refere-se a intensidade de fluorescéncia medida e os indices indicam a orientagdo
dos polarizadores durante a excitacdo e emissdo, nesta ordem, sendo V correspondente a
orientacdo vertical e H a horizontal, e G € um fator de corre¢cdo que considera diferencas da

sensibilidade nas duas direcdes e é dado por **:

G = 1w (20)

Iy

Para cada concentracdo de proteina titulada, a medida de anisotropia corresponde a
média de pelo menos cinco medidas ap0ds estabilizacdo de 10 minutos a temperatura do
experimento. A mudanga na anisotropia de fluorescéncia resultante foi usada para estimar a

estequiometria de ligacdo de SELD no complexo SELA-SELC de E. coli.

3.4.2 Espectrometria de massas com troca H/D

A troca isotdpica por deutério do hidrogénio das amidas da cadeia principal de uma
proteina que estdo expostas ao solvente (troca H/D), combinada com a espectrometria de
massas (MS), € um técnica promissora para determinacdo de mudangas na conformacéo de
uma proteina apds ligagdo a um ligante, sendo capaz de fornecer informacdes locais da
interacdo entre as estruturas envolvidas, mostrando-se vantajosa em comparagdo com a
cristalografia de raios-X ou RMN por ser rapida, bastante sensivel e ndo requerer muita

amostra 1%,
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A andlise das regifes da SELD de E. coli que interagem com o complexo SELA-
SELC foi investigada por meio desta técnica, em colaboragdo com o aluno de mestrado Vitor
Hugo Balasco Serrdo do Grupo de Cristalografia de Proteinas do IFSC-USP, com o Dr.
Daniel Menezes Saidemberg e o professor Dr. Mario Sergio Palma, ambos do Instituto de
Biociéncias da UNESP - Rio Claro. A preparacdo da amostra foi iniciada com a diluig¢do de 3-
5 vezes da proteina em tamp&o com D,O (pD 7.0) a 25 °C (~ 70% D,0) para sua deuterag&o.
As amostras foram incubadas em varios intervalos de tempo (5, 10, 15 e 30 minutos) e a cada
ponto, uma aliquota de 70 pl era adicionada a 60 pl de tampao 20mM fosfato de sédio pH 2,5
para inibir a troca H/D. As amostras eram imediatamente digeridas com pepsina (1 mol de
enzima por 10 mol de proteina) a 0 °C por 5 minutos e entdo aplicadas em espectrémetro de
massas de triplo quadrupolo Quattro Il (Micromass, Altrincham, UK), equipado com fonte de
ionizacdo eletrospray (ESI) padréo.

No espectrdbmetro de massas, apds ionizacdo por ESI, os ions pépticos foram
separados de acordo com a sua razdo carga/massa (z/m) no analisador de massas do tipo
quadrupolo e, entdo, detectados, resultando em um espectro de massas. A deconvolugdo do
espectro de massas da proteina intacta, sem ter sido submetida a digestdo com pepsina, foi
feita por meio do software MaxEnt Electrospray (Masslynx 3.2, Micromass, Altrincham, UK).

O deutério incorporado em um peptideo leva ao deslocamento do centroide do pico
correspondente a esse peptideo no espectro de massas. Sendo assim, o nivel de deuteracdo de
cada peptideo gerado por proteolise foi determinado a partir das diferencas nos centroides de
massa entre os fragmentos deuterados e nao-deuterados. Este procedimento foi aplicado tanto
para a SELD ligada ao complexo SELA-SELC, quanto para a ndo-ligada. O software MS-
Digest % foi usado para identificar a sequéncia selecionada de fons pépticos. O total de troca
H/D foi calculado como o nimero total de peptideos ligados mais um hidrogénio N-terminal
por peptideo, desconsiderando-se o numero de residuos de prolina.

Com base nos resultados, € possivel analisar regides com maior ou menor mobilidade
em solucdo, bem como aquelas que estdo expostas ou interiorizadas ao solvente e também

interfaces de oligomerizacéo e interacdo com ligante.
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4 Resultados e Discussao
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4.1 Andlise da proteina SELD de E. coli por meio de ferramentas de

Bioinformatica

4.1.1 Analise da sequéncia de aminoacidos

O monémero da proteina SELD de E. coli possui 347 aminoacidos e massa molecular

de 36,67 kDa, com ponto isoelétrico tedrico igual a 5,29, conforme calculado pela ferramenta

PROTPARAM %, A TABELA 6 mostra a porcentagem de aminoécidos na estrutura primaria

da proteina.

TABELA 6 - Porcentagem de aminoacidos na estrutura priméria da SELD de E. coli.

Residuo Porcentagem (%) Residuo Porcentagem (%) Residuo Porcentagem (%)
Ala (A) 11,0 Gly (G) 11,5 Pro (P) 55

Arg (R) 43 His (H) 1,7 Ser (S) 4,6

Asn (N) 3,5 lle (1) 7,2 Thr (T) 6,1

Asp (D) 4,0 Leu (L) 8,6 Trp (W) 0,3

Cys (C) 2,0 Lys (K) 4,6 Tyr (Y) 1,7

GIn (Q) 2,3 Met (M) 3,5 Val (V) 6,6

Glu (E) 7,5 Phe (F) 3,5 Sec (U) 0

Note a presenca de um numero considerdvel de cisteinas na sequéncia. Porém, o

servidor DISULFIND °* prediz com alta confiabiliadade que todas as cisteinas estdo em

estado ndo ligado, ou seja, provavelmente ndo devem formar ligacOes dissulfeto para

manutencdo da estrutura da proteina em solucao.

O coeficiente de extingdo molar calculado é de 14440 M™cm™, considerando-se todos

os residuos de Cys reduzidos, valor que foi utilizado para medida de concentracdo das

amostras de proteina, descrita na secéo 3.2.6.

A anélise de dominios da sequéncia de SELD de E. coli através do servidor SMART %
revela dois dominios: AIRS (PFAM PF00586) e AIRS_C (PFAM PF02769), presentes em
proteinas da familia AIRS, descrita anteriormente (secdo 1.3). A TABELA 7 e a FIG. 16

mostram os resultados obtidos.
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TABELA 7 - Dominios da SELD de E. coli obtidos a partir de analise da sequéncia de aminoacidos pelo

servidor SMART®.
Dominio Inicio Fim E-value
AIRS 49 141 2,50 e-16
AIRS C 169 345 1,70 e-25
1 100 200

Uma analise mais detalhada através do servidor CDD®® revela a conservacéo de
aminodcidos cataliticos importantes dentro dessa familia de proteinas, como o0s cinco
aminoacidos responsaveis pela ligagdo de ATP e os 15 aminoéacidos que formam a interface
de dimerizacdo, que sdo mostrados no alinhamento mdltiplo (FIG. 17), obtido através do

programa CLUSTALX °". Na FIG. 17, também se observa a predicdo de estrutura secundaria

FIGURA 16 - Representacdo dos dominios da SELD de E. coli.

para a sequéncia de aminoécidos, obtida por meio do programa PSIPRED .
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Alinhamento multiplo das sequéncias de aminoacidos das Selenofosfatos Sintetases. Em rosa
estdo assinaladas a Cys (17) catalitica e a Cys (19) néo catalitica, além da Lys (20) catalitica.
Em cinza estdo assinalados os aminoacidos que participam da ligacdo de ATP e, em azul, os
aminoacidos que fazem parte da interface de dimerizagdo. Alguns aminoécidos acumulam as
fungdes de ligacdo de ATP e formacdo da interface de dimerizacdo. Sdo mostradas 5
sequéncias representativas de Selenofosfato Sintetases: EC, E. coli; AA, Aquifex aeolicus; CP,
Clostridium perfringens; MJ, Methanocaldococcus jannaschii; HS1, SPS1 de Homo sapiens.



76

4.1.2 Modelagem da estrutura terciaria e quaternaria

O modelo inicial da estrutura tridimensional da SELD de E. coli foi obtido
independentemente a partir das técnicas de modelagem molecular por Threading (servidor I-
Tasser ®°) e por homologia (programa Modeller 9.10 ™).

O servidor I-Tasser executa a predicdo de estrutura terciaria de uma proteina em
estudo pela técnica de Threading de forma automatizada, como descrito na secédo 3.1.2. O
melhor modelo foi escolhido baseado no parametro de confianga C-score e na pontuagdo TM-
score na pontuacdo, respectivamente iguais a 1,47, valor esperado para proteinas com
enovelamento correto e 0,92, que é um valor maior que o resultado de 0,17 esperado para
conformacdo aleatéria. O C-score mede a convergéncia dos parametros durante a simulagéo
computacional da organizacdo dos fragmentos de threading enquanto o TM-score calcula a
média das distancias entre os residuos da estrutura de threading com os presentes nos moldes
usados para cada regido. Adicionalmente, o resultado foi avaliado quanto a sua
estereoquimica por meio do servidor SAVES "

A disposicdo dos aminoacidos no gréafico de Ramachandran (FIG. 18) revela 94.8 %
dos aminoéacidos em regibes favoraveis, enquanto 4,9 % dos aminoacidos estdo em regibes
adicionalmente permitidas e apenas 0,3 % esta em regido generosamente permitida (apenas o
residuo Thr(229), que se encontra em uma volta), sendo que nhenhum aminoéacido encontra-se
em regido ndo permitida. Este resultado indica um modelo confiavel. Além disso, todas as

pontuacdes relativas a estereoquimica da estrutura também apontam a um modelo confiavel.
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FIGURA 18 - Gréfico de Ramachandran para o modelo de Threading da SELD de E. coli.
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O servidor ProSa "? indica uma pontuacdo, conhecida com Z-score, que mede a
qualidade de um modelo de estrutura tridimensional de proteina por meio da medida da
energia total da estrutura com respeito a uma funcéo distribuicdo de energia de conformacées
aleatdrias, fornecendo uma faixa de valores caracteristicos para proteinas nativas, comparadas
as proteinas com estrutura conhecida por cristalografia ou RMN. No caso do melhor modelo
de Threading, o Z-score foi de - 7,83, valor este que se encontra dentro do limite esperado
para proteinas cuja estrutura € conhecida e que tem mesmo tamanho de sequéncia de
aminoéacidos (FIG. 19-A).

O célculo da energia média para cada residuo de aminodcido da estrutura (FIG. 19-B),
feito considerando-se janelas de 10 e 40 residuos em torno de cada posicdo na estrutura
primaria, revelou algumas regides de alta energia considerando-se uma janela de 10
aminoéacidos, que correspondem basicamente a regifes de voltas no modelo tridimensional
gerado. Porém, para a janela de 40 aminoé&cidos, este valor apresenta-se negativo, o que

evidencia um modelo energeticamente favoravel.
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. NMR . .
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FIGURA 19 — A- Avaliacdo do Z-score e B- avaliagdo da energia por residuo de aminoacido do modelo de
Threading da SELD de E. coli.

Como estruturas cristalograficas estdo disponiveis para Selenofosfato Sintetases com
identidade sequencial proxima de 30% com a SELD de E. coli, a obtencdo de um modelo
tridimensional para a estrutura da SELD de E. coli também foi possivel através de
Modelagem Molecular por Homologia.

A busca por um modelo confiavel por modelagem comparativa foi feita analisando-se
as estruturas ja resolvidas por cristalografia para Selenofosfatos Sintetases, cujas informacdes

cristalogréficas encontram-se na TABELA 8.
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TABELA 8 - Informagdes cristalograficas de Selenofosfato Sintetases com estrutura resolvida e de alinhamento
local com a SELD de E. coli (BLASTp) .

Identidade
Resolucéo i i Grupo comaSELD Positividade Cobertura
PDB A) Rvalue  R-free  poocial deE. coli (%) (%)
(%)
PDB 3FD5 1.90 0.140 0.195 P4, 30 53 88
SPS 1 humana
PDB 3FD6
SPS 1 humana 1.95 0.133 0.196 P4, 30 53 88
PDB 2ZAU
SPS A. aeolicus 2.00 0.212 0.239 C222, 37 53 82
PDB 2Z0D
SPS A aeolicus 1.98 0.204 0.240 P2, 37 51 95
PDB 2YYE 2.10 0.173 0.225 P3;21 37 51 95

SPS A. aeolicus

Adicionalmente, deve-se mencionar que as estruturas de codigo PDB 2ZAU e 2Z0OD
ndo apresentam ligantes no sitio ativo, enquanto que na estrutura de cédigo PDB 3FD6 ha
uma molécula de ADP no sitio ativo e nas estruturas de codigo PDB 3FD6 e 2YYE ha um
analogo de ADP (AMPcP) e um analogo de ATP (AMPcPP), respectivamente. A TABELA 9
mostra a distribuicdo de aminoacidos em regifes do grafico de Ramachandran para estas

estruturas cristalogréficas:

TABELA 9 - Porcentagem de aminoacidos nas regides do grafico de Ramachandran*.

PDB 3FD5 PDB 3FD6 PDB 2ZAU PDB 220D PDB 2YYE

Redio SPS 1 SPS 1 SPS A. SPS A. SPS A.
g humana humana aeolicus aeolicus aeolicus
mais favorecida 90,5 89,1 90,7 90,4 90,4
adicionalmente 8,8 10,0 8,3 8,7 8,9
permitida
generosamente
permitida 0,7 0,8 0,9 0,9 0,7
ndo permitida
0,0 0,0 0,1 0,0 0,0

* O grafico de Ramachandran foi obtido através do servidor SAVES!.
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Os resultados de alinhamento local da sequéncia de aminoécidos de SELD de E. coli
contra as sequéncias do banco de dados PDB e os pardmetros cristalograficos das préprias
estruturas depositadas sugerem que a estrutura de cddigo PDB 3FD5 ¢é adequada como molde
para modelagem comparativa. Os parametros cristalograficos tém maior qualidade e maior
resolucdo, o que sugere um modelo confiavel, além de apresentar todos os aminoéacidos em
regides permitidas do grafico de Ramachandran. Note que a estrutura de cddigo PDB 2YYE,
apesar de apresentar maior identidade sequencial, tem uma qualidade inferior e, por isso, ndo
foi escolhida como molde. Além disso, a diferenca de cobertura de alinhamento deste com a
SELD de E. coli em comparacdo com a estrutura de cdédigo PDB 3FD5 é observada em
apenas em regides preditas como alcas.

Deste modo, iniciou-se o0 processo de modelagem comparativa a partir de um
alinhamento global da sequéncia primaria de SELD de E. coli com o molde, através do
programa CLUSTALW °’. Como a estrutura de cédigo PDB 3FD5 apresenta-se cOmo
homodimero, com duas cadeias, designadas A e B, estas foram separadas e o processo foi
repetido em paralelo para ambas. O resultado do alinhamento global das sequéncias é
mostrado a seguir, juntamente com a estrutura secundaria do molde e a predita para a SELD
de E. coli usando o programa PSIPRED

ECOli ——-eme—e—me—es] MSENS IRLTQY SHGAGCGCKI S PRVEETIINSEQAKFVDPN -~~~
3FDS-B ======= SENPESYE LDKSFRETRETE LXGTGCKVPOIVEQKELESL - = mm = mm = = =

ECOli =mmmmmmmmmmmn-] MSENSIRLTQYSHGAGCGCKI SPRVEETIEHSEQAKFVDPN - -~~~
SFDS-A ——-—-===-= PES¥ELDKSFRUTRETE LKGTGCKVPQIVEGRLLESL ———————————-~
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3FDS-A NCOPNEFIMPDNAVPGDVEVETXPLGTOVAVAVHOW - ~~ - == === == VVIREDVELAYO
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SFDS-A ERMMIMARLNRIAAGEMHT FIAHAATD ITGFEILGHACNEAX QCRNEVSEVIRNEEVIAK 3FDS-B ERMMNMARI NREARGEMHT FNAHARTDITGEGILGHACNIAX QORNEVSEVIHNEBVEAK
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FIGURA 20 - Alinhamento global da sequéncia de aminoacidos da SELD de E. coli com as cadeias A e B,

respectivamente, do PDB 3FD5. Em vermelho estéo coloridas as regides de estrutura em hélice-
o e em azul, as regides de fitas-B. A estrutura secundaria representada para a SELD de E. coli foi

predita utilizando o servidor PSIPRED®®.

Nota-se, claramente, a auséncia de aminoacidos assinalados na estrutura de cddigo
PDB 3FD5 para ambas as cadeias, que representam por¢des da estrutura cuja densidade

eletrbnica ndo permitia assinalamento de posicdo de aminoacidos. Além disso, observa-se a
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auséncia de alinhamento no C-terminal, em regido com estrutura secundaria predita como
fita-B para a SELD de E. coli

A partir do alinhamento global das sequéncias de aminoacido foram gerados 100
modelos tridimensionais para cada uma das cadeias utilizadas como molde por meio do
programa MODELLER 9.10. Os modelos resultantes foram avaliados segundo sua Energia
Proteica Otimizada Discreta (DOPE, em inglés), um potencial estatistico que mede a energia

de cada modelo gerado. O resultado é mostrado a seguir (FIG. 21):
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-30600 —— modelos - cadeia B

-30800 -
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FIGURA 21 - Avaliacdo de DOPE para os modelos gerados por Homologia.

Dentre os 100 modelos gerados, observa-se que aqueles que apresentam menor energia
sdo os modelos de numero 51 e 30, para as cadeias A e B, respectivamente. Estes foram
usados na etapa de otimizacdo de alcas (loops) e através dos métodos Variable Target
Function (VTFM) e Dinamica Molecular, implementados no programa MODELLER 9.10.
Também foi necessaria a imposicdo de formacdo de estrutura secundaria em algumas regides,
de acordo com uma analise do alinhamento tridimensional do molde com o modelo final e a
comparagdo com a predicdo de estrutura secundaria. O valor de DOPE score para 0 modelo
cujo molde ¢ a cadeia A é de - 32760,75, enquanto para 0 modelo cujo molde é a cadeia B é
de - 32415,04, o0 que mostra que a otimizacdo diminuiu a energia dos modelos.

A avaliacdo da estereoquimica de ambos os modelos otimizados foi feita por meio do
servidor SAVES™. O grafico de Ramachandran para ambos os modelos ¢ mostrado a seguir
(FIG. 22):
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FIGURA 22 - Gréfico de Ramachandran para os modelos otimizados, obtidos das cadeias A e B,
respectivamente.

TABELA 10 - Distribuicdo de aminoacidos no grafico de Ramachandran para o modelo baseado na cadeia A da
estrutura de c6digo PDB 3FD5 como molde.

Porcentagem Porcentagem
Regibes para PDB para PDB
3FD5-A (%) 3FD5-B (%)
Mais favoraveis 92,3 91,3
Adicionalmente 6,6 7,7
permitidas
Generosamente 0,7 1,0
permitidas
N&o permitidas 0,3 0,0

Nota-se a presenca de trés aminoacidos em regides generosamente permitidas do
grafico de Ramachandran para 0 modelo obtido a partir da cadeia A. Os residuos de
aminoacidos Ala(269) e Glu(316) encontram-se em al¢as, enquanto Ala(204) encontra-se no
meio de uma hélice-a, o que indica que o modelo, mesmo otimizado, ainda ndo se mostra
adequado para estudos estruturais. Porém, o modelo gerado a partir da cadeia B ndo apresenta
problemas com relagdo a estereoquimica de aminoacidos.

O resultado gerado pelo servidor ProSa "* para avaliacdo dos modelos é mostrado na

FIG. 23.
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FIGURA 23 - Avaliacdo de Z-score obtido para os modelos de Modelagem por Homologia da SELD de E. coli
(Al — cadeia A; A2 — cadeia B) e avaliacdo da energia por residuo de aminoacido da estrutura
dos modelos (B1 — cadeia A e B2 — cadeia B).

O Z-score foi de - 6,10 para 0 modelo que teve como molde a cadeia A e - 6,14 para 0
outro, valores estes que se encontram dentro do limite esperado para proteinas cuja estrutura €
conhecida e que tém mesmo tamanho de sequéncia de aminoacidos (FIG. 23- Al e A2). A
analise da energia por residuo de aminoacido (FIG. 23- B1 e B2), por sua vez, revela varias
regides de alta energia, que em geral correspondem a residuos que estdo em alcas (loops), que
tendem a apresentar maior desordem. Assim, a densidade eletronica do modelo cristalografico
€ menos definida nessas regides, o que leva a uma dificuldade de interpretacdo do resultado
de forma confidvel. Além disso, nota-se que a auséncia de um molde para o C-terminal, em
ambos o0s casos, devido a ndo cobertura do alinhamento entre as sequéncias nessa regido,

levou a um modelo com alta energia nessa regiéo.
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O modelo tridimensional obtido a partir da cadeia B foi comparado com aquele obtido
por Threading, por meio de alinhamento tridimensional no programa UCSF Chimera e o

resultado é mostrado a seguir (FIG. 24):

N-terminal

C-terminal

C-terminal

N-terminal

FIGURA 24 — Alinhamento tridimensional dos modelos do monémero de SELD de E. coli gerados por meio de
Modelagem por Homologia (azul — PDB 3FD5-B) e Threading (vermelho).

Nota-se que a regido C-terminal do modelo obtido por modelagem comparativa esta
totalmente desordenada, o que ndo condiz com a predi¢do de estrutura secundaria para regiao,
onde deveria haver duas fitas-p (FIG. 20). Por outro lado, observa-se que o N-terminal do
modelo por homologia encontra-se em conformagéo “aberta”, enquanto o modelo obtido por
Threading encontra-se em conformagdo “fechada”, o que é evidente quando se compara as
posicOes das helices de ambos os modelos na regido proxima ao N-terminal.

Deste modo, o modelo obtido por Threading foi escolhido para a continuacdo dos
estudos estruturais por apresentar C-terminal estruturado, além de sua boa qualidade
estereoquimica, apesar de se encontrar na conformagao “fechada” na auséncia de ligante.

Com excecdo da estrutura cristalografica de codigo PDB 2ZAU, todas as outras foram
cristalizadas como dimero na unidade assimétrica. Alem disso, a SELD de E. coli mostra
conservacdo dos aminoacidos responsaveis por dimerizacdo na familia AIRS. Assim, a
estrutura dimérica da proteina em estudo foi modelada. Um alinhamento de dois mondmeros

idénticos com a estrutura homodimérica de cddigo PDB 3FD5 por meio do programa UCSF
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Chimera® possibilitou a modelagem do dimero de SELD de E. coli, que foi submetido ao
servidor ROSETTA DOCK™ para uma minimizacdo de energia de modo a se encontrar a

melhor orientacdo para interacdo. O resultado é mostrado na FIG. 25.

o

46,4 A

FIGURA 25 — A - Modelo da estrutura dimérica da SELD de E. coli obtido por meio do servidor RosettaDock.
B — Superficie acessivel a solvatagdo do modelo do dimero de SELD de E. coli (em azul claro e
azul escuro) e interface de interacdo entre mondmeros (em verde e vermelho), obtida a partir de
anélise do modelo no servidor PISA”. As dimensdes do modelo da estrutura dimérica foram
obtidas através do programa UCSF Chimera®.

Observa-se que apds a minimizacdo de energia para manutencdo do dimero, a regido
C-terminal ainda apresenta uma ligacdo de hidrogénio mantendo sua interagcdo na estrutura
(dados ndo mostrados), diferentemente do observado para a estrutura obtida por modelagem
comparativa, em que a regido C-terminal ndo interagia com o restante da estrutura do
mondmero e parecia bastante flexivel, o que ndo condiz com a predicdo de estrutura
secundaria. Deve-se mencionar, ainda, que esta regido ndo faz parte da interface de
dimerizacdo.

Uma anélise da qualidade do modelo do dimero no servidor Prosa ' revela um Z-
score de -7,83, valor bastante baixo comparado ao modelo do mondmero obtido por
Threading (FIG. 26-A), o que indica uma melhora na qualidade do modelo ap6s dimerizagdo
e minimizacdo de energia do sistema. Nota-se ainda que ndo ha regido de alta energia no
modelo do dimero (FIG. 26-B).
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FIGURA 26 — A - Avaliacdo do Z-score obtido para o modelo do dimero de SELD de E. coli e B - Avaliagdo da
energia por residuo de aminodacido da estrutura do modelo.

A anélise da estrutura quaternaria da SELD de E. coli foi feita por meio do servidor
PISA ”". Cada mondmero apresenta 347 aminoécidos, sendo 326 residuos de aminoéacidos em
superficie exposta ao solvente de érea total igual a 17705,4 A% A energia de solvatagdo para
cada monbémero é predita como sendo -328,6 kcal/mol. Os residuos de aminoacidos
inacessiveis ao solvente sdo Gly(81), Ala(85), 1le(89), 11e(92), Ala(102), Gly(124), Gly(125),
Gly(155), Cys(172), Leu(174), Gly(181), Val(184), Ala(188), Ala(224), Ala(308), sendo, em
sua maioria, residuos de aminoacidos apolares. Entre os dois monémeros, sao preditas duas
interacdes idnicas e trés ligacdes de hidrogénio (TABELAS 11 e 12), sendo a energia de
interacdo calculada de -27,4 kcal/mol. A éarea da interface de dimerizacdo é predita com
1854,3 A? formando um barril-B, como observado para estruturas cristalograficas de
proteinas da familia AIRS. Interacdes hidrofobicas que atuam na manutencdo da estrutura do
dimero ndo sdo preditas pelo servidor e, portanto, os aminoacidos conservados na familia de
proteinas AIRS essenciais para a dimerizagdo foram identificados somente como presentes em
areas ndo expostas ao solvente, mas ndo como responsaveis por interacdes fundamentais para

a manutengdo do dimero.

TABELA 11 — Ligac0es de hidrogénio preditas na TABELA 12 — Interagdes ibnicas preditas
interface de dimerizacdo (PISA”). na interface de
dimerizacdo (PISA™).
Ligagdes de Hidrogénio Distancia (A) Interaces ionicas  Distancia (A)
ASN(46) — GLY(133) 2.22 LYS(46) — GLU(123) 3,69
GLU(116) — LYS(36) 2,45 GLU(116) — LYS(36) 3,17

LEU(136) — THR(48) 2,64
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Para uma completa andlise tedrica da proteina SELD de E. coli, o0 modelo do
homodimero foi submetido a predicdo de pardmetros hidrodindmicos no programa
HYDROPRO® e os resultados encontram-se na TABELA 13:

TABELA 13 - Propriedades hidrodindmicas do melhor modelo de SELD de E. coli.

0 .
MM (kDa) SOZO,W (S) Sesfera/SZO,w DZO,W (10 ! CmZ/S) Desfera/ D20,w Dméx (A) Rg (A)

Modelo SelD
de E. coli 73,94 4,49 1,37 5,70 1,35 91 28,3

MM - massa molecular

0
S 20w _ coeficiente de sedimentagdo no estado padrao
Sesfera - coeficiente de sedimentagdo para uma esfera de mesma massa
Dyw - coeficiente de difusdo no estado padréo

Destera - COeficiente de difusdo para uma esfera de mesma massa

Dmsx - maximo comprimento do envelope molecular da proteina

Rg - raiode giro

As razoes sesferalsgoywe Destera/ D20w, acima de 1,4, indicam uma proteina um pouco

alongada, como observado visualmente (FIG. 23).
Os parametros tedricos apresentados nesta secao foram obtidos experimentalmente por

meio de diferentes técnicas biofisicas e sdo apresentados nas se¢des seguintes.

4.2 Preparacéo da SELD de E. coli

A partir de oligonucleotideos especificos, foi possivel amplificar a fase aberta de
leitura do gene selD do DNA gendmico de E. coli por PCR, utilizando a enzima Taq DNA
polimerase. O resultado da amplificacdo foi analisado em gel de agarose 1% e é mostrado na
FIG. 27.
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FIGURA 27 - Amplificacdo da ORF do gene selD de E. coli: Resultado analisado em gel de agarose 1%, TAE
1X. M: marcador de massa molecular Gene Ruler 1Kb Ladder Plus (Fermentas Life Sciences).
Os nimeros 1 e 2 representam o fragmento amplificado por PCR, referente ao gene selD E. coli,
indicado pela seta, sendo que a amostra 2 apresenta mais DNA amplificado (dada a intensidade
da banda indicada pela seta).

A anélise do resultado em gel de agarose mostra que o produto de PCR possui entre
1000 e 1500 pares de bases (FIG. 27), o que é consistente com o tamanho esperado do
fragmento de DNA produto da amplificacdo, igual a 1041 pb.

A ligacdo em vetor de expressdao pET28a(+) foi verificada por meio da reacdo de

digestdo com as enzimas de restricdo Ndel e Xhol e o resultado é mostrado na FIG. 28.

10000 pb
7000 pb

1500 pb
1000 pb

FIGURA 28 - Verificacdo de clonagem da ORF do gene selD de E. coli em vetor de expressdo pET28a(+).
Resultado analisado em gel de agarose 1% TAE 1X. Representa a digestao da construgéo selD E.
coli/pET28a(+) com as enzimas Nde | e Xho |. A seta indica uma banda entre 2000pb e 1500pb,
correspondente ao gene selD E. coli. M: marcador de massa molecular de 1Kb plus DNA Ladder
(Fermentas Life Sciences). 1: Controle negativo. 2: Amostra resultante da reacdo de digestéo.

Este resultado da digestdo, obtido a partir de analise em gel de agarose, mostra uma
banda entre 1000 e 1500 pares de bases, tamanho esperado do fragmento de DNA
correspondente a ORF de selD de E. coli, igual a 1041 pb. A banda com maior nimero de
pares de bases corresponde ao vetor pET28a(+) linearizado. Deste modo, confirma-se a

ligacdo do inserto no vetor de expresséo.
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O sequenciamento da ORF do gene selD E.coli em vetor pET28 a(+) foi realizado pelo
método de Sanger e as sequéncias de nucleotideos obtidas foram analisadas e alinhadas com a
sequéncia do banco de dados através do programa SeqMan (Lasergene Sequence Analysis
Software — DNASta) e o resultado do alinhamento das extremidades 5’ e¢ 3’ do gene selD de

E.coli é mostrado na FIG. 29.

SELD E. coli/pET28a(+) F

SEQ. 1 | ———————— ]

SELD E. coli I 'Y

SEQ. 2 —_

SEQ. 3 b L L TP 1
SEQ. 4 7 S |

FIGURA 29 - Alinhamento das extremidades 5"e 3" do gene selD E.coli. Os alinhamentos indicados pelas setas
no sentido esquerda para direita (SEQ. 1 e SEQ. 2) representam o alinhamento da extremidade
5e os alinhamentos indicados pelas setas no sentido direita para esquerda (SEQ. 3 e SEQ. 4)
representam o alinhamento 3". SELD E. coli representa a sequéncia original.

Nota-se que a ORF do gene ndo foi sequenciada por completo, mas o sequenciamento
das extremidades 3’ e 5’ ja € o suficiente para supor que o gene selD E.coli foi clonado em
vetor de expressdo pET28a(+).

Células de E. coli da cepa BL21(DE3) transformadas com a construcdo recombinante
selD E. coli / pET28a(+), como descrito na secdo 3.2.3, foram inoculadas em 1 L de meio de
cultura LB e induzidas a expressar a proteina SELD de E. coli a 37 °C com adicdo de 1 mM
de IPTG por periodo de 3h. O resultado pode ser visualizado em gel SDS-PAGE 15%, como
mostra a FIG. 30, onde se nota, na coluna 3, que a maior parte da proteina se encontra na
fracdo sollvel.

As amostras contendo proteinas SELD de E. coli expressas em sua fracdo soltvel
foram submetidas a purificacdo por cromatografia de afinidade, realizada em resina de
cobalto, como descrito na segdo 3.2.5. A proteina SELD de E. coli foi eluida da resina pela
aplicacdo de tampé&o | com diferentes concentracdes de Imidazol, o que pode ser visualizado
em gel SDS-PAGE 15%, como mostra a FIG. 30.
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FIGURA 30 - Expressdo e purificacdo por cromatografia de afinidade. M: padrdo de massa molecular;
1: antes e 2: depois de inducdo com IPTG; 3: pellet e 4: sobrenadante apds lise; 5: eluato;
eluicdo com 6: 10 mM, 7: 20mM, 8: 200 mM e 9: 500 mM Imidazol.

A concentracdo de proteina da amostra eluida a 200 mM de Imidazol, medida através
do equipamento Nanodrop™ 1000 (Thermo Scientific), foi de 2,0 mg/ml (54,5 uM) em 10 ml
de amostra, a qual foi submetida a dialise e posterior concentracdo por ultrafiltracdo até uma
concentracdo de 5,0 mg/ml (136,4 uM) . Em seguida, a amostra foi submetida a clivagem da
cauda de histidinas com a protease Trombina, como descrito na se¢éo 3.2.6, durante 14 horas.
O resultado foi verificado em SDS-PAGE 15 (FIG. 31).

66 kDa

45 kDa
36 kDa

29 kDa
20 kDa
12 kDa —_—
FIGURA 31 - Clivagem com Trombina da proteina SELD de E. coli. Analisado em SDS-PAGE 15%. M:

padrdo de massa molecular; amostras 1: ndo submetida e 2: submetida & reacdo de clivagem. A
seta indica a banda correspondente a amostra clivada.

Observa-se que, apds 14 horas de reacdo com Trombina, ja se pode supor clivagem
completa das proteinas da amostra de SELD de E. coli, pela diminuicdo da massa molecular
da proteina.

A etapa seguinte, de purificacdo por cromatografia de exclusdo molecular, foi
realizada em coluna Superdex™ 200 HR 10/300 (GE). O resultado é mostrado a seguir (FIG.
32):
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FIGURA 32 - Resultado da purificacdo da proteina SELD E. coli através de cromatografia de exclusdo

molecular. A - Perfil de eluigdo de SELD E.coli.. B - SDS-PAGE 15% dos picos P1 (V.- 13,50
ml) e P2 (Ve = 15.06 ml).

Sao notéveis dois picos de eluicdo da proteina SELD de E. coli no cromatograma, o
que é um indicio da presenca de mais de uma forma oligomérica em solucdo, ja que ambos
apresentam a proteina SELD de E. coli, como observado no SDS-PAGE. O célculo da massa
molecular e raio de Stokes correspondentes as particulas separadas nos picos 1 e 2 € mostrado

na secao 4.3.2.

4.3 Caracterizacéo biofisica da proteina recombinante SELD de E. coli

4.3.1 Espectroscopia de Dicroismo Circular

Utilizando a amostra de SELD de E. coli a uma concentra¢do de 0,2 mg/ml (5,5 uM),
foi realizada espectroscopia de Dicroismo Circular, cujo espectro é mostrado a seguir (FIG.
33):
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FIGURA 33 - Espectro de Dicroismo Circular da SELD de E. coli.

Nota-se um pico negativo em 222 nm, devido a transi¢ées do tipo n-n* na ligacao
peptidica, além de outro pico negativo em 208 nm e uma banda positiva intensa em 192 nm,
devido a transi¢des m-m*. Este tipo de espectro ¢é caracteristico de proteinas com

predominancia de hélices-a.

A deconvolugdo do espectro experimental, por meio do programa CDNN # (base de
dados referéncia com 13 proteinas), levou ao resultado apresentado a seguir, em comparagdo
com a porcentagem de estrutura secundaria observada no modelo tridimensional da SELD de
E. coli (se¢do 4.1.2):

TABELA 14 - Deconvolucédo do espectro de CD da SELD de E. coli, apresentando a porcentagem de estruturas
secundarias da proteina obtida por CD em compara¢do com a do modelo tridimensional da
mesma, obtido por Modelagem Molecular e com a estrutura de codigo PDB 3FD5.

Heélices-a (%) Fitas-f (%) Voltas (%0) Regido Desordenada (%40)

CD 260 210 18,3 33,7
Modelo SELD E. coli 30.3 225 472
FDB 3FD3 324 231 3.8 38.6

Uma comparagéo entre os resultados experimental e tedrico indica um resultado de
deconvolucdo confiavel, comparavel, inclusive, a porcentagem de estrutura secundarias
observada para as Selenofosfato Sintetases com estrutura cristalografica depositada no Banco
de Dados PDB.
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4.3.2 Estimativa da massa molecular e raio hidrodinamico por

Cromatografia de Exclusao Molecular

Para verificar o estado oligomérico das proteinas em estudo, foi realizada uma
cromatografia de exclusdo molecular, nas mesmas condi¢fes descritas em 2.2.8, com padrdes
de massa molecular (MM) descritos na TABELA 15, adquiridos da SIGMA-ALDRICH (USA).
Os resultados experimentais de volumes de elui¢do (V) na coluna para cada padrdo também

sdo apresentados a seguir:

TABELA 15 - Padrdes para calibracdo da SUPERDEX™ 200 10/300 (GE) e respectivos volumes de eluicio
experimentais.

Padrdes MM (kDa) Ry (A) V. (mL) Kay
Citocromo ¢ equino 12,4 17,0 18,44 0,66
Anidrase Carbénica bovina 29,0 23,6 16,82 0,56
BSA 66,0 33,9 14,48 0,42
Alcool Desidrogenase (levedura) 150,0 46,0 13,19 0,34
B-amilase (batata doce) 200,0 50,4 12,47 0,29
Dextran Azul 2000,0 - 7,74 -

*Ka= Gy

O volume total da coluna é V; = 24 ml e o volume morto (V) igual ao volume de
eluicdo do dextran azul. As curvas de calibracdo para Massa Molecular (MM) e raio

hidrodinamico (Ry) sdo apresentadas a seguir:
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FIGURA 34 -  Curvas de calibracdo da SUPERDEX 200™ 10/300 para estimativa de A — massa molecular e
B — raio hidrodindmico.

No caso da SELD de E. coli, foram observados dois picos de eluigéo (FIG. 32), sendo
um deles com volume de eluigdo igual a Ve = 13,50 ml e outro com V. = 15,06 ml, que
correspondem a massas moleculares de (123 + 29) kDa e (62 + 15) kDa, e raios
hidrodinamicos de (40 + 10) A e (30 + 10) A, respectivamente. Estes resultados sugerem a
presenca de uma mistura de dimeros (MMggrica = 73,34 kDa) e tetrdmeros (MMiegrica = 146,68

kDa) em solugdo, com erros relativos de 16,1% e 15,5%, respectivamente.
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4.3.3 Eletroforese em Gel Nativo

O experimento de Eletroforese em Gel Nativo foi realizado com a amostra do pico 2
observado no cromatograma da segunda etapa de purificacdo (FIG. 32), que se mostrava mais
concentrada. Como padrdo de massa molecular foi utilizado o conjunto de proteinas mostrado
na TABELA 16, junto com o valor do raio hidrodindmico conhecido para cada proteina e sua

distancia de migracdo (D) no gel com 3,90 cm de extenséo.

TABELA 16 - Padrdes para determinacdo de massa molecular e raio hidrodindmico a partir de Eletroforese em
Gel Nativo e respectivas distancias de migragéo.

Padroes MM (kDa) Ry (A) D (cm)
Tiroglobulina bovina 669,0 85,0 0,20
Ferritina (cavalo) 440,0 61,0 0,60
Catalase 232,0 52,2 1,15
Aldolase 140,0 43,0 1,75
BSA 66,0 339 2,60

O resultado da migracdo da SELD de E. coli no gel nativo € mostrado na FIG. 35, e as

as curvas de calibracdo na FIG. 36:
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FIGURA 35 — Eletroforese em gel nativo. M: amostra com proteinas-padrdo. 1: SDEC E. coli (pico 2 da
cromatografia de exclusdo molecular). A seta preta indica a forma tetramérica e a seta
vermelha indica a forma dimérica da SELD de E. coli
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FIGURA 36 - A - Curva de Calibragdo para Massas Moleculares a partir de Eletroforese em Gel Nativo e
B - Curva de Calibragéo para Raio Hidrodindmico a partir de Eletroforese em Gel Nativo.

Para a amostra de SELD de E. coli concentrada do pico 2 (FIG. 32), observam-se duas
bandas (FIG. 35), uma com maior intensidade e distancia de migrag&o no gel igual 2,7 cm e
outa menos intensa com distancia de migracdo igual a 2,0 cm. Estes resultados correspondem
a uma massa molecular estimada de (57 + 8) kDa e (112 + 13) kDa e um raio hidrodinamico
de (34 + 1) A e (40 + 2) A, respectivamente. Estes resultados concordam com aquele obtido
por cromatografia de exclusdo molecular, revelando uma mistura entre dimeros e tetrdmeros

em solucdo. Note que o tetrdmero aparece em menor quantidade (FIG. 35).

E notavel que, mesmo apos ter sido isolada, a amostra do pico 2, na forma dimérica,
ainda continha uma pequena quantidade de proteina na forma tetramérica, como observado
em Gel Nativo, o que pode ser devido a dificuldade da separacdo dos picos com a coluna
cromatografica utilizada ou devido a um possivel equilibrio dindmico entre as formas em
solucdo. Este comportamento foi mais bem investigado através das técnicas de DLS, SAXS e

AUC, descritas nas sec¢0es seguintes.

Um cuidado que se deve tomar na analise do resultado desse experimento é com
respeito ao fato de que em gel ndo desnaturante, a proteina € separada de acordo com sua
massa, mas também de acordo com sua carga e forma. Distribuicdo irregular de cargas na

superficie proteica podem levar a um resultado duvidoso.
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4.3.4 Espalhamento Dinédmico de Luz (DLYS)

A técnica de DLS foi utilizada para verificagdo da homogeneidade das solugdes com
as proteinas em estudo. A seguir, encontram-se tabelados os resultados medidos para
coeficiente de difusdo translacional das particulas em solucdo em diferentes concentragdes de
amostra:

TABELA 17 - Parametros hidrodindmicos da SELD de E. coli obtidos por DLS.

C (mg/ml) C (uM) D (107 cm?s) Dagw (107 cmP/s)*
0,6 16,4 4,97 5,03
08 21,8 5,03 5,09
1,0 27,3 5,03 5,09
1,2 32,7 4,79 4,85
1,5 40,9 4,76 4,82

*p. = @932K) nrw s
20w —

T N20,w Mw obs

O coeficiente de difusdo translacional corrigido para o estado padrdo da agua, a 20°C,
igual a D%, = (5,28 + 0.14) x 107 cm?/s, representa o coeficiente de difusdo translacional
sem influéncia da concentracdo de proteina na amostra e foi obtido a partir do coeficiente

linear da reta mostrada a seguir:

Q)
T 4
s
CB;
o,
14
D,,, = (63 £0,1)- (0.3 £0,1)*C
O T T T T T
0.6 0.8 1.0 1.2 1.4 1.6
C (mg/ml)
FIGURA 37 - Comportamento do coeficiente de difusdo translacional com a concentragdo da amostra de

proteina, medido por DLS.
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O resultado obtido experimentalmente para o coeficiente de difusdo translacional
concorda com o tedrico, calculado para 0 modelo obtido por modelagem molecular (TABELA
17), com erro relativo de 7,3%. Note que, considerando o resultado experimental igual a
D%w = (528 + 0,14) x 107 cm?s, tem-se que a razdo friccional é igual a
Destera / D%0w = 1,46, 0 que indica uma proteina um pouco alongada, como observado no
modelo tridimensional da SELD de E. coli.

O objetivo deste experimento foi obter medidas de DLS a baixas concentragdes para
que o efeito de aumento de concentracdo ndo influenciasse na formacdo de outras formas
oligoméricas em solucdo, caso fosse verdadeira a hipotese de um equilibrio entre os dimeros e
tetrameros em solucdo. Note, pelos resultados, que os resultados mostram valores de
coeficiente de difusdo e raio de Stokes para uma particula dimérica em solucdo, o que
concorda com o observado por Cromatografia de Exclusdo Molecular e Gel Nativo. O raio de
Stokes (raio hidrodindmico), obtido para esta amostra por meio de DLS, foi de 34,1 A e a
massa molecular média foi igual a 59,8 kDa calculada como se a proteina fosse uma esfera
com o raio de Stokes, indicam a predominancia de um dimero em solucdo, apesar de a

solucdo apresentar-se polidispersa, com coeficiente de polidispersdo em torno de 20%.

4.3.5 Espalhamento de raios-X a baixo angulo (SAXS)

Como o experimento de DLS ndo identificou outra forma além da dimérica para a
SELD de E. coli, optou-se por empregar a técnica de SAXS, que tem maior precisdo, para
investigar as formas oligoméricas observadas por Eletroforese em Gel Nativo. A curva
experimental de espalhamento de raios-X a baixo &ngulo na amostra de proteina nativa a
1,5 mg/ml (40,9 puM) é mostrada a seguir, na FIG. 38, assim como o gréafico de Guiner,

inserido.
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FIGURA 38 - Curva de espalhamento de raios a baixo angulo para a SELD de E. coli e Gréafico de Guinier
inserido. 1(q) é a curva experimental e Is(q) é a curva extrapolada para g = 0 (programa
GNOM®).

Os dados de SAXS apresentados tém resolucdo na faixa de 34,3 A a 345,6 A, baseado
nos valores medidos de angulo de espalhamento (q). A aproximacao de Guinier é valida para
os primeiros 17 pontos da curva de espalhamento (qQRy < 1,3) e resulta em um raio de giro
igual a (33,1% 0,3) A. A partir do valor de 1(0), que corresponde ao intercepto do grafico de
Guinier no eixo das ordenadas, por extrapolacdo, foi possivel estimar a massa molecular da
particula em solucdo como sendo 85,4 kDa, através do servidor SAXS MoW. Este valor indica
a predominancia de um dimero em solucdo e o erro relativo para a massa molecular teérica do
dimero é de 16,4%. Novamente, o resultado concorda com o observado por DLS. O alto erro
relativo € um indicativo da existéncia de outra forma oligomérica em solucdo, além do
dimero. Porém, dado o resultado, pode-se afirmar que o dimero esta em grande porcentagem
em solucdo, como observado por Gel Nativo.

Uma vantagem da técnica de SAXS € que se pode calcular a distribuigdo de distancias,
p(r), entre centros espalhadores de raios-X na molécula, o que pode ser usado para se
reconstruir a superficie da molécula. Utilizando-se o programa GNOM %, obteve-se a
distribuicéo de distancias, p(r), mostrada a seguir:
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FIGURA 39 - Distribuicéo de distancias, p(r).

A distancia méxima dentro da estrutura da SELD de E. coli foi estimada como sendo
113 A e seu raio de giro como sendo igual a (34,16 + 0,06) A em concordancia com o valor
do raio de giro obtido no espaco reciproco, através da aproximacdo de Guinier. Porém, o
resultado ndo esta proximo ao calculado para o modelo tridimensional obtido por Modelagem
Molecular. Este é outro indicio de que a presenca de tetrameros em solucdo afeta os
resultados de SAXS. Portanto, os valores calculados para Dy € raio de giro através de SAXS
ndo correspondem a uma particula em solucdo, mas a uma mistura entre formas oligoméricas
da SELD de E. coli com predominancia de dimeros.

Através do programa CRYSOL *, foi possivel comparar as curvas de espalhamento
preditas para as estruturas disponiveis no banco de dados PDB, além do modelo obtido por
homologia para a SELD de E. coli com o resultado experimental de SAXS. O melhor ajuste

foi obtido para o PDB 3FD6, com x = 3,849 (> 1), como ¢ mostrado a seguir:
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FIGURA 40 - Comparagdo das curvas de espalhamento de raios-X a baixo &ngulo experimental e calculada
para o PDB 3FD5.

No caso do modelo por homologia da SELD de E.coli, na forma dimérica, o ajuste

resultou em y = 8,196 (> 1), como ¢ mostrado a seguir:

oBe2E-4] — SelD Ecoli - 1.5 mg/m
] —— Modelo

3.35463E-4

1.2341E-4

In 1(q)

4.53999E-5
1.67017E-5

6.14421E-6 -

2.26033E-6 4
0.00

g (nm”)

FIGURA 41 - Comparagdo das curvas de espalhamento de raios-X a baixo angulo experimental e calculada
para 0 modelo da SELD de E. coli obtido através de modelagem molecular.

Os resultados indicam, portanto, que o ajuste com o dimero ndo esta bom. Os dados de

SAXS, em geral, apresentam bom ajuste para amostra mais que 90% homogénea, o que pode
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ndo ser o caso desta amostra de proteina a 1,5 mg/ml (40,9 uM). Como nédo se tem nenhum
modelo do tetramero disponivel até 0 momento, ndo € possivel calcular uma combinacéo de
dimeros e tetrameros em solucdo para se obter uma curva de espalhamento que ajuste a curva
experimental. Esta estratégia seria interessante na estimacdo da porcentagem de cada forma
em oligomérica solugdo, nesta concentracao de amostra.

A partir da curva de espalhamento foram gerados modelos ab initio do envelope da
proteina pelo programa DAMMIN %2, O resultado obtido apés média de 10 modelos é
mostrado a seguir, alinhado pelo programa SUPCOMB % com o modelo tridimensional

obtido por Modelagem por Homologia:

FIGURA 42 - Modelo Ab Initio para o envelope molecular da proteina SELD de E coli alinhado com o modelo
tridimensional obtido por Modelagem Molecular por meio do programa SUPCOMB®*,

O valor de y, em média, foi cerca de 1,3 para os 10 modelos, o que se mostra um bom
ajuste dos dados no programa DAMMIN %2, O alinhamento tridimensional dos modelos (FIG.

42) revela um bom ajuste.

4.3.6 Ultracentrifugacdo Analitica (AUC)

Para uma analise completa das formas oligoméricas da SELD de E. coli em solucédo e
determinacdo de seus parametros hidrodinamicos, realizaram-se os experimentos de AUC,
como descrito na secdo 3.3.6. O software SEDFIT® foi utilizado para resolucdo da equacéo
de Lamm. O modelo utilizado para ajuste dos dados foi a distribuigdo c(s) padrdo, que ajusta
os dados a partir da razdo friccional f / fo, também conhecida como fator de Perrim. Deste

modo, foram obtidas distribui¢Ges de coeficiente de sedimentacdo aparente, s, para diferentes
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concentracdes de amostra de SELD de E. coli (FIG. 43). Para evitar erros relacionados a nao
idealidade da amostra, como variagcdo de temperatura ou mesmo ndo homogeneidade do

tampdo, os valores de s foram transformados para S;w, como explicado na secédo 2.3.6.
Mudangas no s,,,, induzidas por pH, forca ionica, ligantes ou temperatura devem ser devidas

a mudancas conformacionais.

—— 0.150 mgiml

| —— 0.450 mgiml
1.0 0.800 mg/ml
—— 1.000 mg/ml

0.8 -

0.6 4

c(s)

0.4 4

0.2 1

0.0

S50 (S)

FIGURA 43 - Distribuicéo de coeficientes de sedimentacéo, c(s). E mostrado um zoom na regido de 6 Sa 13 S
(inserido).

Os graficos da FIG. 43 apresentam trés picos, que correspondem a trés espécies com
coeficientes de sedimentacdo diferentes em solucdo. Note que as curvas foram normalizadas
para 0 primeiro pico, que é predominante, de modo a se mostrar 0 comportamento dos outros
dois picos com a concentragdo da amostra de SELD. Os valores de coeficiente de
sedimentagdo sy para cada particula nas dadas concentracdes sdo mostrados na FIG. 44,
onde também é mostrada uma regressdo linear para cada espécie, usada para calcular o valor
sozo,w (extrapolacdo para 0), observado para cada particula. Este procedimento minimiza erros

causados por temperatura, viscosidade da solu¢do ou mesmo efeitos de alta concentracao.
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FIGURA 44 - Regressdo linear dos coeficientes de sedimentagdo para as 3 espécies identificadas na distribui¢éo
de coeficientes de sedimentacdo (FIG. 43).

Os valores de sogo,w, Sesfera / sogo,w, razdo friccional e massa molecular calculada a partir
da razdo friccional para cada particula sdo mostrados na TABELA 18:

TABELA 18 - Parametros hidrodindmicos para a SELD de E. coli obtidos por SV.

SELD de E. coli Espécie 1 Espécie 2 Espécie 3
s%20. (S) 4,53 1+ 0,07 7,1+ 04 13,6 + 0.5
/s° 1.36 + 0.01 1.38 + 0,05 1,14 + 0,02
Se.sfem 320;11.‘
f/fo 1,43 + 0,04 1,43 + 0,04 1,43 + 0,04
ﬂ_Afw (kDa) * 77+ 7 148+ 5 328 + 40
Mw (l{Dil) s 74+1 - -

*Massa molecular calculada a partir do coeficiente de Perrim, pelo programa SeDFITY .

** Massa molecular calculada usando o coeficiente de difusdo translacional obtido por DLS e o coeficiente de
sedimentacdo obtido por AUC.

Portanto, as particulas observadas em solucdo através desta técnica apresentam-se
como dimero, predominantemente, além de tetramero e octdmero. As duas primeiras ja
haviam sido observadas por meio de outras técnicas, porém, curiosamente, observa-se a

presenca de octdmero em solucdo atraves do experimento de SV. Este resultado é um forte
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indicio de que ha um equilibrio de formas oligoméricas em solucdo, ja que a amostra
analisada corresponde ao pico 2 separado por Cromatografia de Exclusdo Molecular.

Um resultado importante a ser observado é que o valor do coeficiente de Perrim obtido
através do ajuste dos dados de SV e os calculados a partir dos coeficientes de sedimentacéo

experimental para cada espécie (sesfe,alsgovw) mostram uma proteina um pouco alongada,

exceto pela espécie 3, cujo resultado indica uma forma bastante globular. Porém, percebe-se,
na FIG. 44, que a espécie 3 apresenta um coeficiente de sedimentacao bastante baixo para a
concentracdo de 1,0 mg/ml (27,3 uM), quando comparado as outras duas concentracfes. Este
fato pode ter levado a uma subestimacéo do fator de Perrim.

Os parametros hidrodindmicos e de massa molecular calculados para os estados
oligoméricos da SELD de E. coli em solugcdo por meio das diferentes técnicas biofisicas
empregadas neste trabalho estdo resumidos no ANEXO 1, possibilitando sua analise
comparativa. Os resultados revelam, portanto, uma mistura de dimeros, tetrameros e
octdmeros em solucdo, com parametros hidrodindmicos e massas moleculares comparaveis as
esperadas paras estes estados oligoméricos. Adicionalmente, suas formas se mostraram
alongadas, dado o coeficiente de Perrim calculado a partir dos resultados das diferentes
técnicas biofisicas empregadas.

Para se analisar um possivel equilibrio dindmico entre as trés formas oligoméricas da
SELD de E. coli em solucdo, foi utilizado o método de Sedimentacdo em Equilibrio (SE). Os
graficos de absorbancia contra raio da célula para a amostra na concentracdo de 0,50 mg/ml
(13,6 uM) e velocidades de rotacdo de 8000, 10000 e 12000 rpm sdo mostrados na FIG. 43. A
partir deste resultado, foi possivel ajustar aos dados um modelo de equilibrio entre trés formas
em solucdo, usando o programa SEDPHAT %. Os residuais, distribuidos aleatoriamente, s&o

mostrados na FIG. 45, indicando um modelo confiavel.
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FIGURA 45 — Sedimentacdo em equilibrio (SE). Sdo mostradas as curvas de Absorbancia da amostra contra o

raio da célula e o comportamento dos residuais do modelo utilizado no programa SEDPHAT %
para ajuste dos dados a um sistema de equilibrio entre dimero-tetrdmero e tetrdmero-octamero.

O ajuste a0 modelo de equilibrio termodindmico entre as espécies resultou em
constantes de associacdo dimero-tetramero e tetramero-octdmero iguais a (14.2 £ 0.4) e
(1.8 £ 0.1) mM™ e, consequentemente, constantes de dissociacio de (70 * 2) e (560 * 40) uM,
respectivamente. O resultado indica um equilibrio fraco entre as diferentes espécies. Note que
a constante de associacdo dimero-tetramero é bastante alta, o que condiz com o fato de

observarmos a predominancia de dimeros em solucéo.
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4.3.7 Ensaios de Cristalizacao

Com o objetivo de se obter informacGes experimentais de alta resolucdo acerca da
estrutura tridimensional da SELD de E. coli, foram realizadas triagens iniciais de condic¢oes
de cristalizagdo, como descrito na segdo 3.3.7. Cristais na forma de pequenas agulhas (FIG.
44) foram observados em uma semana em uma condi¢do contendo 0,2M AmSO,4 0,1M
HEPES pH 7,5, 16% (w/v) PEG 4000 e 10% Isopropanol para a amostra de SELD de E. coli a
5,0 mg/ml (136,4 uM) na presenca de 5 mM ADP. Como o0s cristais sdo muito pequenos, ndo
foi possivel testd-los para difracdo de raios-X. Os cristais obtidos ndo foram reproduzidos a
partir de variagdo de concentracdo das substancias da condicao de cristalizag&o.

FIGURA 46 - Pequenos cristais na forma de agulhas obtidos em condicdo de cristalizagdo com 0,2M AmSQO,,
0,AM HEPES pH 7,5, 16% (w/v) PEG 4000 e 10% Isopropanol para a SELD de E. coli na
presenca de 5 mM ADP.

O resultado da triagem inicial mostra, portanto, que dentre mais de 2000 condicdes de
cristalizacdo diferentes, considerando-se a adi¢do de ligantes da enzima, apenas uma das
condicOes levou a cristalizacdo da proteina, 0 que é uma porcentagem bastante baixa. Além
disso, ndo foi possivel reproduzir tal condigdo em maior escala. Levando em conta esses

resultados, foi utilizada a técnica de protedlise limitada para otimizag&o pré-cristalizagéo.
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A protease Quimiotripsina, em uma concentracdo de 250 pug/ml, levou a um padréo de
protedlise estavel da SELD de E. coli, como se observa pela FIG. 47.

66 kDa
45 kDa

36 kDa N Y

29 kDa -
24kDa e

20 kDa

14 kDa ww

FIGURA 47 - Protedlise da SELD de E. coli.1: Marcador de massa molecular. 2: Quimiotripsina 250 pg/ml.
3: SELD de E. coli 5 mg/ml.4: Produto de protedlise com Quimiotripsina (250 pg/ml) por 20
minutos. SDS-PAGE 15%. A seta indica o produto de protedlise.

Baseando-se neste resultado, a Quimiotripsina foi adicionada na amostra de SDEC de
E. coli a 5,0 mg/ml (136,4 uM), que foi submetida a ensaios de cristalizacdo usando os kits
comerciais Crystal Screen, Index HT, Salt RX (HAMPTON Research), PEG Suite e PEG I
Suite (Qiagen), varrendo, assim, 480 condices de cristalizacdo. Porém, o experimento de
protedlise in situ ndo resultou em cristais. Deste modo, optou-se por purificar o produto de
protedlise com Quimiotripsina para posterior ensaio de cristalizacéo.

O cromatograma de purificagdo do resultado da protedlise por cromatografia de
exclusdo molecular é mostrado na FIG. 48, em compara¢do com o cromatograma referente a

proteina ndo-clivada.
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FIGURA 48 - Resultado da purificacdo do produto de protetlise da proteina SELD E. coli através de
cromatografia de exclusdo molecular (preto) e perfil de elui¢cdo de SELD E.coli (cinza).

O perfil cromatografico apresenta dois picos predominantes (picos 1 e 2) no
cromatograma, correspondentes a fragmentos de massas moleculares estimadas de 61,7 e 48,0
kDa, respectivamente. Para verificar a homogeneidade da amostra de cada pico, procedeu-se

com eletroforese em gel nativo (FIG. 49).
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FIGURA 49 - Eletroforese em gel nativo dos picos 1 (coluna 2) e 2 (coluna 3) resultantes da cromatografia de
exclusdo molecular do produto de protedlise da SELD de E. coli com Quimiotripsina. A seta
indica o produto de protedlise.

O resultado da eletroforese em gel nativo mostra maior homogeneidade para a amostra
do pico 2. Ambas as amostras foram concentradas até 7,0 mg/ml (190,9 uM) por ultrafiltracdo
e submetidas a ensaios de cristalizacdo nas mesmas condi¢des descritas para a proteolise in
situ. Apds uma semana, foi possivel verificar cristais pequenos em forma de agulha em trés

condicdes de cristalizacdo diferentes do kit Index HT, mostradas na FIG. 50.
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FIGURA 50 - Cristais na forma de agulhas obtidos para a SELD de E. coli na auséncia de ligantes ap6s
protedlise com Quimiotripsina. CondicGes de cristalizagdo: A- 1,5 M sulfato de aménio / 0,1 M
BIS-TRIS pH 6,5/ 0,1 M cloreto de sédio. B- 0,2 M sulfato de aménio / 0,1 M Tris pH 8,5/
25 % PEG 3350. C — 0,2 M acetato de aménio / 0,1 M HEPES pH 7,5/ 25 % PEG 3350.

A otimizacdo dessas condi¢Oes se baseou na variacdo do tipo e concentracdo de sal
entre sulfato e acetato de aménio ou de sédio, além de variagdo do pH entre 6,0 e 8,5 e de
concentracdo de PEG 3350 entre 20% e 30%. As condi¢fes em que se observaram cristais sdo

mostradas a sequir (FIG. 51).

0,2 M sulfato de amonio 0,3M sulfato de amonio
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FIGURA 51 - Cristais na forma de agulhas obtidos para a amostra purificada de SELD de E. coli ap6s protedlise
com Quimiotripsina, na auséncia de ligantes. S8o0 mostradas as condic8es de cristalizagdo em que
cresceram cristais, todos na forma de agulha, sob variagdo de pH, concentracdo de acetato (A e
B) e sulfato de aménio (C).
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Os resultados indicam que a proteina tende a se cristalizar na forma de pequenas
agulhas em concentragdo de até 0,3 M de acetato ou sulfato de amdnio em certos pHs. Os
testes com acetato ou sulfato de sddio ndo levaram a formacao de cristais da proteina. Porém,
ndo se observou otimizacdo significativa no tamanho nem no formato dos cristais ap0s
variacdo destes parametros. A formacao de Varios cristais na forma de pequenas agulhas pode
ser devida & alta taxa de nucleagdo e o rapido crescimento dos cristais. J& nas condigdes em
que ndo se verifica formacdo de cristais (marcadas com um X na FIG. 47), ha formacéo de
precipitado (ndo mostrado).

Deste modo, uma alternativa para lidar com esta situacdo seria realizar testes de
cristalizacdo em temperaturas menores, nas quais a energia térmica da proteina é menor ou
mesmo por meio da técnica de microbatch, na qual a taxa de nucleacdo e o crescimento de
cristais sdo controlados pela adi¢cdo de uma camada de 6leo sobre a gota de cristalizacao.

Experimentos preliminares de difragéo de raios-X dos cristais obtidos foram realizados
no Laboratdrio Nacional de Luz Sincroton (LNLS, Campinas -SP), utilizando-se a linha MX2
como fonte de raios-X no comprimento de onda 1,438 A, & temperatura de 100K e 25%
glicerol como protetor criogénico. O resultado (ndo mostrado) para todos os testes revelou
padrdo de difracdo ndo caracteristico, ndo apresentando nenhum ponto de difracdo no
detector. E provavel que o resultado seja devido & formacgdo quase-cristais, cuja caracteristica
morfolégica é de um cristal de proteina, mas o arranjo interno das moléculas ndo € ordenado
como o caracteristico de um cristal.

A aluna de doutorado Livia Maria Faim, em seu estagio no Laboratério de
Cristalografia do professor Dr. Tom Blundell da Universidade de Cambridge (Reino Unido),
realizou experimentos de microseeding automatizado, baseado na varredura de condigdes de
cristalizacdo pelo método da matriz esparsa, sendo que, neste caso, a solucao do reservatorio é
adicionada a uma gota contendo solucdo de proteina e solucdo de sementes (pequenos cristais
previamente obtidos), em razéo 2:3:1, além de experimentos de microbatch com a SELD de
E. coli em diversas condigdes de cristalizacdo, porém sem obtencdo de monocristal adequado
para difracdo de raios-X com o objetivo de determinagdo da estrutura.

Novas construgdes da proteina devem ser feitas, por exemplo, na auséncia do N-
terminal flexivel ou com a cauda de histidinas no C-terminal, com o objetivo de se obter uma

proteina recombinante possivel de ser cristalizada.
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4.4 Estudo da interacdo da SELD de E. coli com o complexo SELA-SELC

4.4.1 Anisotropia de Fluorescéncia

A técnica de anisotropia de fluorescéncia foi utilizada para monitorar a titulacdo de
SELD a solucéo contendo 5 uM do complexo de SELA-SELC (1:1), sendo 10 nM de SELC

marcado com fluoresceina. O resultado é mostrado na FIG. 52.
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FIGURA 52 — Variagdo da anisotropia de fluorescéncia com a titulacdo de SELD de E. coli em amostra
contendo 5 UM do complexo SELA-SELC, sendo 10 nM de SELC marcado com
fluoresceina.A linha em vermelho indica a razdo estequiométrica de 1:1 ( mol de monémeros
de SELD : mol do complexo SELA-SELC). As barras de erro representam erros intrinsecos a
cada medida no equipamento utilizado.

Observa-se um aumento significativo na anisotropia de fluorescéncia com a adi¢éo de

SELD a solucao, partindo de 110 até 160. O resultado, portanto, indica a interacdo da SELD

com o complexo SELA-SELC presente em solucgdo, ja que um aumento na anisotropia de

fluorescéncia é devido a menor velocidade de rotacdo do complexo quando comparada a

situacdo em auséncia de SELD. Proximo a concentracdo de 5 uM de SELD parece ocorrer

uma saturacao do sistema e a partir desse ponto ndo had mudanca significativa nos valores de
na anisotropia de fluorescéncia. Como a concentragdo de SELA-SELC em solucéo é de 5 uM,

a estequiometria de ligagdo a SELD ¢ estimada, portanto, como sendo de 1:1:1, em mols de

mondmeros.
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4.4.2 Espectrometria de massas com troca H/D

A partir do resultado de interacdo da proteina SELD de E. coli com o complexo
SELA-SELC observado por meio da técnica de anisotropia de fluorescéncia, utilizou-se a
técnica de espectrometria de massas com troca H/D para analise de possiveis regides da
SELD de E. coli que apresentam alteracdes na taxa de incorporacao de deutério apds interacao
com o complexo, indicando a possivel regido de interagéo.

Iniciou-se o experimento de espectrometria de massas com troca H/D com a amostra
de SELD de E. coli pura. A deconvolucdo do espectro de massas da proteina intacta resultou
em dois picos (FIG. 53), sendo que pico 2 corresponde a uma massa molecular de
(72465 + 29) Da e o pico 1 corresponde a (36232 + 14) Da. Portanto, verificou-se uma
mistura entre dimeros e mondmeros, com erro relativo para a massa tedrica do dimero e do
mondmero igual a 1,2 % para ambos o0s resultados. Apesar da deteccdo de monémero em
solucdo, deve-se levar em conta que as condi¢bes experimentais, incluindo pH &cido igual a
2,5, podem alterar o equilibrio dimero-tetrdmero-octdmero observado em pH 8,0 por
ultracentrifugacdo analitica, resultando na formagdo de mondmeros em solucédo, detectados

por espectrometria de massas.
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FIGURA 53 — Resultado da deconvolugdo do espectro de massas da SELD de E. coli apresentando dois picos,
1 e 2, correspondentes a massas moleculares de 36232 + 14 e 72465 * 29 Da, respectivamente.

A proteolise com pepsina da SELD de E. coli resultou em 41 peptideos, cobrindo

68,7 % da sequéncia de aminoacidos da proteina. Foram realizados experimentos em

diferentes tempos de incorporagdo de deutério para a amostra de proteina pura e com 30

minutos de incorporacdo de deutério em amostra apds interagdo com o complexo SELA-

SELC. O resultado é mostrado na FIG. 54. Os anexos 2 e 3 mostram os peptideos detectados e

sua porcentagem de incorporacao de deutério para cada intervalo de tempo.
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continuacéo
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FIGURA 54 — Perfil de incorporagdo de deutério na SELD de E. coli em diferentes tempos de troca H/D: ts= 5
min, t;o= 10 min, t;s= 15 min, tz= 30 min, int = 30 min (no complexo SELD-SELA-SELC).
A incorporagdo de deutério nas amostras ts, t1p, ti5 € t3 foi de 68,7 % enquanto que para a
amostra int foi de 62,5 %. A legenda indica faixas de porcentagem de incorporacao de deutério
na estrutura da proteina. Em cinza estdo marcados os residuos de aminoacidos cataliticos.
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O resultado obtido mostra, de maneira geral, que grande parte da proteina é acessivel
ao solvente, dada a alta taxa de incorporacao de deutério observada para a amostra de proteina
pura, o que concorda com o resultado do servidor PISA’" (secdo 4.1.2) para o modelo
tridimensional da SELD de E. coli. A analise do resultado de incorporacdo de deutério em
diferentes intervalos de tempo também mostra que a regido N-terminal da proteina € acessivel
ao solvente e bastante flexivel, sendo observada desde o intervalo de 5 minutos de
incorporacdo de deutério uma alta taxa de troca H/D.

Regides da sequéncia de aminoacidos da SELD entre os residuos 136 e 146, 239 e
245, 271 e 283 ndo apresentaram incorporacdo significativa de deutério, mesmo apds 30
minutos de incorporacdo. A analise destas regiGes revela que estes residuos se encontram
interiozados na proteina, com pouco acesso ao solvente e, por isso, apresentam baixa taxa de
troca H/D. A regido entre os residuos 136 e 146, além do residuo Glu(239), € predita como
parte da interface de dimerizacdo, como analisado na se¢do 4.1.2. Observa-se, ainda, que trés
dos residuos preditos como responsaveis pela interagdo com ATP encontram-se em regido
com baixa taxa de incorporacdo de deutério (~25 % ap6s 15 minutos), correspondendo a uma
regido de fita-p como estrutura secundaria.

Comparado ao resultado de incorporacdo de deutério da amostra de SELD pura, a
proteina em interacio com o complexo SELA-SELC mostrou uma taxa global de
incorporacdo de deutério menor (62,5 %), o que indica que regibes da proteina ficaram
inacessiveis ao solvente apds a interacdo, como era de se esperar. Um resultado bastante
interessante é que a regido N-terminal da proteina (residuos de 1 a 9) (FIG. 54 e 55) apresenta
uma taxa de incorporacdo de deutério bastante baixa quando a SELD estd em complexo com
SELA-SELC, sendo que, quando pura, a taxa de incorporacdo € bastante alta mesmo para 5
minutos de incorporacdo de deutério. Este resultado indica que esta regido fica inacessivel ao
solvente ap0s a interacéo.

Além disso, a regido entre os residuos 43 e 54, correspondente a uma al¢ca na
superficie proteica proxima ao sitio catalitico (FIG. 54 e 55), também passa a apresentar uma
baixa incorporagdo de deutério apds a interacdo. Este € um possivel sitio de interagdo com o
complexo SELA-SELC. Outra regido que também passa a apresentar baixa incorporacdo de
deutério apds interacdo com o complexo SELA-SELC é a compreendida entre os residuos 120
e 129. Esta regido no modelo da estrutura tridimensional da SELD estd proxima da regido
entre os residuos 43 e 54, o que indica novamente que esta regido é um possivel sitio de
interagdo com o complexo SELA-SELC (FIG. 54 e 55).
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FIGURA 55 - Perfil de incorporacdo de deutério na SELD de E. coli com 30 minutos de troca H/D, para

A — amostra pura de proteina e B — apds interagdo com o complexo SELA-SELC, indicando
apenas as regides em que houve grande variagdo na taxa de incorporacdo de deutério. As setas
indicam o0s N-terminais de cada mondmero. Em azul, sdo representadas regides com
porcentagem de incorporacéo de deutério de 0 a 14 %, enquanto que em ciano a porcentagem
de incorporacéo € de 15 a 24 %, em amarelo é de 50 a 69 % e em vermelho € de 85 a 100 %.
Os ndmeros apresentados em A indicam a posi¢do dos residuos de aminoacidos nas regifes
assinaladas, com suas respectivas cores (esses nimeros sdo indicados em apenas 3 regides,
dado que as outras sdo simétricas as primeiras).

O anexo 4 mostra diferentes disposi¢es do modelo de SELD de E. coli, onde se pode
observar as regides com maior porcentagem de incorporacao de deutério, que indicam regibes
bastante expostas ao solvente, bem como regiGes com alta flexibilidade, que ja apresentam

alta taxa de incorporagéo de deutério para pequeno intervalo de tempo de incorporagéo.
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5 Conclusoes

Neste trabalho s&o apresentados os resultados de clonagem, expresséo e purificacdo da
proteina recombinante Selenofosfato Sintetase de E. coli e a caracterizacdo do dimero como
sua forma oligomérica predominante em solucdo. Adicionalmente, a interacdo da SELD com
o complexo SELA-SELC é investigada por meio de Anisotropia de Fluorescéncia e
Espectrometria de Massas com troca H/D.

Um estudo através de ferramentas de Bioinformatica revela que a proteina pertence a
familia AIRS, formada por proteinas que tem ATP como substrato, com conservacdo de
aminoacidos com esta funcdo. Além disso, observou-se a conservagdo de aminoacidos
responsaveis pela formacdo de interface de dimerizacdo, sendo que algumas regides contendo
esses aminoacidos foram observadas por Espectrometria de Massas apresentando baixa
incorporacdo de deutério, o que significa que possivelmente estdo inacessiveis ao solvente
devido a formacdo dessa interface.

A Cromatografia de Exclusdo Molecular indicou a presenca de uma mistura de
dimeros e tetrameros da proteina em solucdo, com predominancia de dimeros, o que foi
confirmado através de Eletroforese em Gel Nativo. A observacdo de dimeros em solucéo ja
era esperada, ja que aminoacidos responsaveis pela dimerizacdo sdo conservados na familia
de proteinas AIRS. As propriedades hidrodindmicas da amostra de SELD de E. coli foram
estudadas por DLS, SAXS e AUC, sendo estimados os coeficientes de difusdo translacional e
de sedimentacdo das espécies em solucéo.

O fator de Perrim calculado utilizando tanto os coeficientes de difusdo quanto dos
coeficientes de sedimentacdo experimentais indica que as espécies sdo alongadas, como
também observado para 0 modelo tridimensional do homodimero da proteina e para 0 modelo
de SAXS. O experimento de AUC por velocidade de sedimentagdo revelou a existéncia de
uma pequena concentragdo de octameros em solucédo, além das formas dimérica e tetramérica
observadas por meio das outras técnicas biofisicas. O experimento de AUC por sedimentagéo
em equilibrio confirmou a existéncia de um equilibrio entre oligbmeros em solucéo,
estimando as constantes de associagdo e dissociagdo entre dimeros e tetrdmeros e entre
tetrameros e octameros em de (70 + 2) e (560 + 40) uM, respectivamente, sendo evidente um
equilibrio fraco entre essas formas oligoméricas. Adicionalmente, realizaram-se ensaios de
cristalizacdo da SELD de E. coli e foram obtidos pequenos cristais em forma de agulha em

condic&o a ser otimizada.
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A interacdo entre SELD e o complexo SELA-SELC foi verificada monitorando-se a
variagdo da anisotropia de fluorescéncia ao se adicionar SELD em amostra contendo o
complexo SELA-SELC, resultando em uma estequiometria estimada de 1:1. Uma anélise
mais detalhada da interacdo por meio de Espectrometria de Massas com troca H/D revela
possiveis regides de interacdo entre SELD e SELA-SELC, prdximas aos dois sitios cataliticos
do homodimero de SELD. Além disso, verifica-se que, apos a interacdo, a regido N-terminal
da SELD fica inacessivel ao solvente, o que condiz com a possivel entrega a SELA do

composto biologicamente ativo do selénio, que é tdxico para a célula.
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6 Perspectivas

e Realizar ensaio de atividade com a SELD de E. coli em suas formas dimérica e

tetramérica, caso seja possivel isola-las em solugéo.

e Proceder com os testes de cristalizacdo da proteina com construgdes truncadas no N-
terminal flexivel e também com mutantes dos aminoacidos cataliticos Cys(17) e
Lys(20).

e Investigar diferentes condicdes de interacdo da SELD com o complexo SELA-SELC,
como alta forca i6nica e a presenca de ligantes de SELD, como o ATP e o ADP.

e Verificar se a interacdo de SELD-SELA é dependente do SELC por meio de

Calorimetria de Titulacdo Isotérmica (ITC).

e Analisar a estrutura do complexo SELD-SELA-SELC por meio de SAXS,
Microscopia de Forgca Atdmica, Microscopia Eletronica de Transmissdo (Negative

Staining) e Criomicroscopia eletronica.
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ANEXO 1 — Quadro comparativo dos pardmetros massa molecular, raio de giro, raio hidrodindmico, coeficiente
de difusdo translacional e coeficiente de sedimentagdo calculados para os estados oligoméricos de
SELD de E. coli observados em solucdo, por meio das técnicas Cromatografia de Exclusdo
Molecular, Eltroforese em Gel Nativo, Espalhamento Dindmico de Luz, Espalhamento de Raios-X
a Baixo Angulo e Ultracentrifugaco Analitica (Velocidade de Sedimentacéo).

Dimero Tetramero Octamero
Massa molecular (kDa)
MM tesrica 73,94 147,87 295,74
MMcrom. Excl. Mol. 62 +15 123 +£29 -
MM Gel Nativo 57+8 112 +13 -
MM pys 59,8 - R
MM saxs 85,4 - R
MM o T7+7 148 +5 328 + 40
MM SV+DLS 74+ 1 - -
Raio (A)
Resfera** 27,8 35,1 44,2
Rq Modelo 28,3 - -
RH crom. Excl. Mol. 301 40+1 -
RH Gel Nativo 34+1 40+£2 -
RupLs 34,1 - R
R 33,1 £ 0,3 (Guinier) i i
g SAXS 34,16 + 0,06 (p(n))
Coeficiente de difusdo translacional
(x 10 7 cm?/s)
Desfera ” 7,69 6,11 4,85
D Modelo 5,70 - -
D pis 5,28 +0,14 - -
Coeficiente de sedimentacéo
(x 10 s)
Sesfera 6,17 9,80 15,55
S Modelo 4,49 - -
S v 4,53+ 0,07 71+04 13,6 £0,5

* Ry corresponde ao raio de giro da molécula e Ry corresponde ao raio hidrodindmico da molécula.

* Resferar Desfera e Sesfera COrrespondem aos parametros hidrodindmicos calculados para uma esfera de massa

molecular teérica correspondente a cada estado oligomérico da proteina, considerando a densidade tipica de

proteinas como sendo p = 1,35 g/em®,
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ANEXO 2 — Peptideos identificados por espectrometria de massas e taxa de incorporacédo de deutério para cada

intervalo de tempo para amostra pura da proteina SELD de E. coli.

m/z (av) Sequéncia do peptideo Porcentagem de incorporacao de deutério (%)

5 min 10 min 15 min 30 min
452,4901 (DAGASF(A) 50,0 75,0 100,0 100,0
452,4901 (A)GTSFA(N) 50,0 75,0 100,0 100,0
487,5827 (F)GRIAA(T) 0 75,0 100,0 100,0
501,6504 (Y)IKLGA(V) 0 25,0 50,0 50,0
516,5749 (L)SPEIAR) 0 100,0 100,0 100,0
541,5877 (L)AGGHSI(D) 0 0 20,0 20,0
551,6235 (A)SFANI(E) 0 0 25,0 25,0
562,6663 (A)VMPEA(E) 0 50,0 100,0 100,0
570,2406 (DSTTDF(F) 0 25,0 50,0 50,0
576,6334 (A)SYGHL(M) 0 0 0 0
585,7282 (NLGWPI(N) 0 0 0 0
591,6451 (I)VDNPF(D) 33,3 100,0 100,0 100,0
602,7122 (A)PEPIF(G) 0 0 0 0
609,7507 (F)GLLGHL(S) 40,0 60,0 80,0 80,0
619,7652 (A)QAGCKL(F) 0 0 0 0
630,7666 (F)GLAVTGI(V) 0 100,0 100,0 100,0
673,8574 (F) AMGGKPI(M) 0 75,0 100,0 100,0
684,7310 (DLHSEQA(K) 0 80,0 80,0 100,0
717,7577 (NSTTDFF(M) 40,0 40,0 40,0 40,0
717,8889 (A)EKKSLI(K) 0 0 0 0
725,8222 (L)YSEMCQGA(G) 0 0 0 0
730,9067 (L)LAVMPEA(E) 0 80,0 100,0 100,0
749,3651 (A)QAGCKLF(L) 33,3 83,3 100,0 100,0
772,9249 (A)PEPIFGL(A) 25,0 25,0 25,0 25,0
794,8908 (L)KPDHQGL(A) 0 80,0 80,0 80,0
805,0553 (A)MGGKPIMA(L) 16.7 100,0 100,0 100,0
861,9326 (A)ENEVKATA(A) 0 42,9 429 57,1
878,0192 (L)TTAEKKSL(L) 57,1 57,1 57,1 57,1
887,0704 (SPKVLETI(L) 100,0 100 100,0 100,0
898,1404 (L)TKPLGIGVL(T) 57,1 714 85,7 85,7
966,1075 (-)MSENSIRL(T) 714 714 85,7 100,0
979,1306  (L)LKPDHQGLA(T) 57.1 71,4 71,4 71,4
1011,214 (W)PINKLSPEI(A) 83,3 100 100,0 100,0
1032,189 (DPKLPGVEEY/(L) 66,7 100 100,0 100,0
1048,060 (L)VGNETRDAA(V) 37,5 37,5 75,0 75,0
1059,234 (NSTTDFFMPI(V) 57,1 57,1 57,1 57,1
1067,153  (A)REVETEGGRY(A) 55,6 77,8 100,0 100,0
1080,299 (F)FMPIVDNPF(D) 16,7 16,7 16,7 16,7
1195,388 (F)MPIVDPFDF(G) 83,3 83,3 83,3 83,3
1209,312 (I)AREVTEGGRYA(C) 0 20,0 30,0 30,0
1298,406 (A)VPGGTERNFASY(G) 0 0 10,0 10,0
1365,580 (L)MGEMPREVRDL(L) 55,6 55,6 55,6 55,6
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ANEXO 3 — Peptideos identificados por espectrometria de massas e taxa de incorporacédo de deutério para cada
intervalo de tempo para amostra da proteina SELD de E. coli em interagdo com o complexo

SELA-SELC.
Porcentagem de incorporacgdo de deutério

m/z (av) Sequéncia do peptideo (%)

30 min
452,4901 (DAGASF(A) 75,0
452,4901 (A)GTSFA(N) 75,0
487,5827 (F)GRIAA(T) 100,0
501,6504 (Y)IKLGA(V) 50,0
516,5749 (L)SPEIAR) 100,0
541,5877 (L)AGGHSI(D) 0
551,6235 (A)SFANI(E) 0
562,6663 (A)VMPEA(E) 100,0
570,2406 (DSTTDF(F) 25,0
576,6334 (A)SYGHL(M) 50,0
585,7282 (DLGWPI(N) 66.7
591,6451 ()VDNPF(D) 100,0
602,7122 (A)PEPIF(G) 0
609,7507 (F)GLLGHL(S) 80,0
619,7652 (A)QAGCKL(F) 20,0
630,7666 (F)GLAVTGI(V) 100,0
673,8574 (F)AMGGKPI(M) 100,0
684,7310 (DLHSEQA(K) 80,0
717,7577 ()STTDFF(M) 20,0
717,8889 (A)EKKSLI(K) 0
725,8222 (L)SEMCQGA(G) 0
730,9067 (L)LAVMPEA(E) 100,0
749,3651 (A)QAGCKLF(L) 50,0
772,9249 (A)PEPIFGL(A) 0
794,8908 (L)KPDHQGL(A) 60,0
805,0553 (A)MGGKPIMA(L) 66,7
861,9326 (A)ENEVKATA(A) 57,1
878,0192 (L)TTAEKKSL(L) 57,1
887,0704 ()SPKVLETI(L) 66,7
898,1404 (L)TKPLGIGVL(T) 42,9
966,1075 (-)MSENSIRL(T) 0
979,1306 (L)LKPDHQGLA(T) 57,1
1011,214 (W)PINKLSPEI(A) 33,3
1048,060 (L)VGNETRDAA(V) 0
1059,234 ()STTDFFMPI(V) 14,3
1067,153 (A)REVETEGGRY(A) 22,2
1080,299 (F)FMPIVDNPF(D) 16,7
1195,388 (F)MPIVDPFDF(G) 16,7
1209,312 (DAREVTEGGRYA(C) 10,0
1298,406 (A)VPGGTERNFASY(G) 20,0
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ANEXO 4 - Perfil de incorporacéo de deutério na SELD de E. coli em diferentes tempos de troca H/D: ts= 5
min (A), tio= 10 min (B), t;s =15 min (C), tz = 30 min (D), int = 30 min (no complexo SELD-
SELA-SELC) (E). Os indices 1 e 2 representam imagens giradas de 180° em torno do eixo x e 0s
indices 3 e 4 representam 180° em torno do eixo y.

continua
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