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RESUMO

FAIM, L. M. Estudos estruturais e funcionais da Selenofosfato Sintetase de Trypanosoma
brucei e Leishmania major. 2014. 216 p. Tese (Doutorado em Ciéncias) - Instituto de Fisica
de Séo Carlos, Universidade de S&o Paulo, Séo Carlos, 2014.

A sintese e incorporacdo de Selenocisteina em selenoproteinas ocorre co traducionalmente
direcionado pelo cédon de terminacdo UGA. Uma maquinaria Unica de enzimas e fatores
proteicos € necessaria para sintese de selenocisteina e decodificacdo do cdédon UGA de
terminacdo da traducdo para insercdo de selenocisteina. Dentre as enzimas envolvidas, esta a
Selenonofosfato sintetase (SPS2), responsavel por catalisar a ativacdo de seleneto com
adenosina 5’ — trifosfato (ATP) para gerar selenofosfato, o doador de selénio reativo que é
substrato da préxima enzima da via para formacdo de selenocisteina. Estudos recentes
identificaram a presenca da via de biossintese de selenocisteina em parasitas kinetoplastidas e
subsequentemente a proteina SPS2 de Trypanosoma brucei e Leishmania major foram
caracterizadas. Entretanto, trabalhos estruturais e funcionais das enzimas permaneceram nao
reportados. Dessa forma, este trabalho teve seu foco estabelecido na realizagéo de estudos
estruturais e funcionais da SPS2 de T. brucei e L. major. Para caracterizacdo da proteina em
solucdo foram empregadas as técnicas de cromatografia de exclusdo de tamanho, eletroforese
em gel nativo, espalhamento dinamico de luz (DLS), espalhamento de Raios X a baixo angulo
(SAXS) e ultracentrifugacdo analitica (AUC). Os resultados obtidos revelaram uma mistura
de dimeros e tetrameros em solucao para ambas SPS2 com predominancia de dimeros. Muitas
estratégias de cristalizacdo e melhorias na difracdo foram utilizadas para obtencao de cristais
proteicos apropriados para determinacdo da estrutura cristalografica das SPS2. Cristais de
SPS2 de T. brucei inteira e SPS2 de L. major com N-terminal truncado foram obtidos. Porém,
somente a estrutura cristalografica da proteina SPS2 de Leishmania major com o N-terminal
truncado a 1,9 A de resolucio foi determinada. Estudos comparativos entre esta estrutura e
outras selenofosfato sintetases mostrou a mesma organizacdo estrutural entre elas.
Experimento de complementagdo funcional das SPS2 truncadas e mutadas pontualmente
revelou trés residuos localizados no N-terminal como fundamentais para atividade da SPS2
(Leu33, Thr34; Tyr36 e Leu37, Thr38; Tyrd0 para SPS2 de T. brucei e L.major,
respectivamente). Analise mutacional baseada nas estruturas cristalograficas indicou que estes

residuos podem estar envolvidos no mecanismo de entrega do selenofosfato para a proxima



enzima da via, a Selenocisteina sintase. Isto poderia evitar a difusdo de compostos reativos de
selénio, resultando em uma eficiéncia na sintese de selenocisteina. Os resultados aqui
apresentados forneceram informacgdes importantes e novas perspectivas a respeito do

mecanismo de catalise da enzima selenofosfato sintetase na via de sintese de selenocisteina.

Palavras-chave: Selénio. Selenocisteina. Selenofosfato sintetase. SPS2.



ABSTRACT

FAIM, L. M. Structural and functional studies of Selenophosphate Synthetase from
Trypanosoma brucei and Leishmania major. 2014. 216 p. Tese (Doutorado em Ciéncias) -

Instituto de Fisica de Sao Carlos, Universidade de Sdo Paulo, Sdo Carlos, 2014.

The synthesis and incorporation of selenocysteine in selenoproteins occurs cotranslationally
directed by the UGA stop codon. An unique machine of enzymes and protein factors are
required for selenocysteine synthesis and decoding of UGA translation termination codon for
the insertion of selenocysteine. Among the enzymes involved, Selenonofosfato synthetase
(SPS2) is the responsible for catalyzing the activation of selenite with adenosine 5' -
triphosphate (ATP) to generate selenophosphate, the reactive selenium donor, which is
substrate of the next pathway enzyme to formation of selenocysteine. Recent studies have
identified the presence of selenocysteine biosynthesis in parasites Kinetoplastidas and
subsequently, the SPS2 protein of Trypanosoma brucei and Leishmania major have been
characterized, however, structural and functional studies of enzymes remain not reported.
Thus, this present work report biochemical and biophysical studies of SPS2. To characterize
the protein in solution, there were employed the techniques of size exclusion chromatography,
native gel electrophoresis, dynamic light scattering (DLS), Small angle X-ray scattering angle
(SAXS) and analytical ultracentrifugation (AUC). The results revealed a mixture of dimers
and tetramers in solution for SPS2 with predominance of dimers. Many strategies and
improvements in crystallization and diffraction were used to obtain suitable SPS2 crystals for
determination of the crystallography structure. T. brucei SPS2 crystals and L. major SPS2
crystals with truncated N-terminal were obtained. However, only the structure of SPS2
protein from L. major with truncated N-terminal to 1.9 A of resolution was solved.
Comparative studies of this structure with other selenophosphate synthases revealed the same
structural organization. Functional complementation experiments of truncated and mutated
SPS2 revealed three residues located in the SPS2 N- terminal as essential for the activity of
the enzyme (Leu33 , Thr34 and Tyr36 to T. brucei SPS2; Leu37 , Thr38 and Tyr40 to L.
major SPS2) . Mutational analysis based on the crystal structures indicated that these residues
may be involved in the mechanism of selenophosphate delivery to the pathway enzyme next,
the selenocysteine synthase. This found could prevent the diffusion of reactive selenium,

resulting in selenocysteine synthesis efficient. The results presented here provided important



information and new insights about the of selenophosphate synthetase catalysis mechanism in
the selenocysteine synthesis pathway.
Keywords: Selenium. Selenocysteine. Selenophosphate synthetase. SPS2.
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Neste capitulo serdo abordadas as doencas negligenciadas, em
especial a trypanosomiase africana e a Leishmaniose que sao
causadas pelos parasitas da Familia Trypanosomatidae,
Trypanosoma brucei e Leishmania major e sdo focos deste
trabalho. Estes parasitas possuem proteinas que contém o selénio
inserido na forma do aminoacido selenocisteina (Sec) e que séo
essenciais para sobrevivéncia do parasita. Estas proteinas sdo
sintetizadas através de uma maquinaria complexa que envolve
muitos fatores proteicos. Dentre os fatores proteicos determinantes
para sintese de Sec estd a enzima selenofosfato sintetase que é o

principal objeto de estudo deste trabalho.
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1 INTRODUCAO

1.1 Doencas Negligenciadas

As doencas negligenciadas sdo doengas tropicais endémicas que ocorrem
principalmente em paises de baixa renda da Asia, Africa e América do Sul. Dentre as doencas
infecciosas que se desenvolvem em climas quentes e Umidos estdo a malaria, a leishmaniose,
a esquistossomose, a filariose linfatica, a doenca de Chagas, a tripanossomiase Africana e a
dengue.

Essas doencas resultam em um total de aproximadamente 534.000 mortes por ano e
constituem sérios obstaculos ao desenvolvimento socioeconémico e a qualidade de vida dos
paises em desenvolvimento devido ao enorme impacto negativo que gera nas comunidades.
Este impacto é decorrente das consequéncias das doengas que incluem a perda de
produtividade de jovens e adultos, aumento da miséria e discriminacdo social. Pesquisas séo
necessarias para entender a biologia dos parasitas infectantes, desenvolver novos
diagndsticos, remédios, para que ocorram intervencGes acessiveis de prevencdo, cura e

tratamento das Doencas Negligenciadas®.

1.1.1 Tripanosomatideos e Tripanosomiases

A ordem Kinetoplastida a qual pertence a familia Trypanosomatidae € composta por
protozoéarios flagelados que apresentam cinetoplasto, por¢cdo de DNA circular presente na
mitocondria Unica dos parasitas. Fazem parte da familia Trypanosomatidae, os parasitas que
infectam uma variedade de organismos e que possuem um Unico flagelo. A familia
Trypanosomatidae subdivide-se em varios géneros, sendo os mais estudados os géneros
Trypanosoma e Leishmania, 0os agentes causadores das tripanosomiases humanas (doenca de

Chagas e doenga do sono) e leishmanioses, respectivamente®.
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Os trypanosomatideos Sa0 organismos eucariotos que apresentam uma Unica
mitocondria, que se ramifica por todo o corpo e uma bolsa flagelar de onde emerge um flagelo
que pode ou ndo se exteriorizar. A mitocéndria, além de possuir DNA mitocondrial como em
outros organismos, apresenta também um DNA que se organiza na forma de minicirculos.
Esse DNA se concentra em uma determinada regido da mitocondria, dando origem a estrutura
denominada cinetoplasto. E a partir dessa estrutura que € possivel diferenciar as formas
celulares nas quais os organismos podem ser encontrados durante seu ciclo bioldgico. Estas
formas celulares sdo amastigota, promastigota, epimastigota e tripomastigota®.

A forma amastigota apresenta pequenas dimensdes e uma forma circular, ovéide ou
fusiforme. O corpo é achatado, apresenta pouco citoplasma, ndcleo relativamente grande,
redondo e excéntrico. O cinetoplasto é bem visivel e o flagelo reduzido que nédo se exterioriza,
por isso essa forma é praticamente imével (Figura 1A)% J4 a forma promastigota é longa e
achatada. O nucleo esta localizado na regido média e o cinetoplasto anterior ao nucleo, de
onde sai o flagelo, na porgéo anterior da célula (Figura 1B)?.

A forma epimastigota distingue-se da promastigota, pois o cinetoplasto esta localizado
mais proximo do ndcleo, na regido anterior do parasita. O flagelo emerge da regido do
cinetoplasto, mas mantem se colado na membrana do citossomo por uma prega da bainha
flagelar formando a membrana ondulante, que se torna livre na porcdo anterior da célula
(Figura 1C)%

A forma tripomastigota é semelhante a epimastigota, porém apresenta o cinetoplasto
posterior ao nucleo com flagelo que se estende por toda a célula e torna-se livre na porcao

anterior (Figura 1D)?.
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Y F \
—F (
n ) \ “
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Amastigota Promastigota Epimastigota Tripomastigota
A B C D

Figura 1 — Formas celulares encontradas nos géneros Leishmania e Trypanosoma. (A) Amastigota. (B)
Promastigota. (C) Epimastigota. (D) Tripomastigota. N: nucleo, C: cinetoplasto e F: flagelo.
Fonte: Extraido e Modificado de REY?
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1.1.2 Trypanosoma brucei e Doenca do Sono

A Tripanosomiase africana humana, HAT (Human African Trypanosomiasis), ou
doenca do sono € causada pela infeccdo com o parasita unicelular pertencente ao género
trypanosoma. Os parasitas entram no corpo através da picada da mosca tsé-tsé (Glossina spp).
HAT ¢ quase sempre fatal quando ndo tratada ou tratada de forma inadequada: os parasitas
multiplicam no corpo, cruzando a barreira sangue-cérebro e invadem o sistema nervoso
central®. De acordo com a organizacdo mundial da satde®, em 2009, aproximadamente 10.000
casos foram reportados e é estimado que em torno de 60 milhGes de pessoas estdo em risco de
contrair a doenca em muitos paises da Africa Subsaariana®.

Existem duas formas da doenca: a forma cronica, mais comum e a aguda, mais grave e
menos comum. A forma crénica da HAT causada pela infeccdo com o Trypanosoma brucei
gambiense, € endémica em 24 paises, e representa 98% dos casos reportados. A forma aguda
da doenca, causada pela infeccdo com o Trypanosoma brucei rodhesiense € endémica em 13
paises e representa 2% de todos os casos da doenca reportados durante 2009 — 2011*.

O Trypanosoma brucei foi descoberto em 1989 por David Bruce, quando ele
identificou que a doenca severa de gado e animais domésticos e selvagens na Africa (Nagana)
era causada por Trypanosoma. Na década seguinte Bruce envolveu-se com a descoberta das
subespécies Trypanosoma brucei gambiense e Trypanosoma brucei rhodesiense como causa
da doenca do sono humana e as moscas tsé-tsé Glossina palpalis e G. morsitans na
transmissdo delas®®. O ciclo completo da doenca foi descrito em 1914 pelo pesquisador e esta
esquematizado na Figura 2.

Durante o ciclo de vida de T. brucei a mosca tse-tsé pica um animal infectado, tais
como selvagem ou gado domeéstico no caso de T. brucei rhodesiense ou seres humanos no
caso de T. brucei gambiense e injeta um alimento de trypanosomas durante a picada. Os
parasitas entdo sofrem uma série complexa de mudancas anatbmicas e bioquimicas no
meséntero da mosca, 0 qual resulta em formas altamente infectivas de trypanosoma
alcancando as glandulas salivares®.

A mosca tse-tsé permanece infectada para a vida. Quando a mosca tse-tse pica o

hospedeiro humano, os trypanosomas entram na corrente sanguinea; nodos linfaticos e
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organismo sistémico incluindo o baco, coracdo, figado, tal como os olhos, organismos

enddcrinos na qual é conhecido como estagio inicial (também conhecido como estagio 1)*.

Estagios da mosca Tseé-Tsé Estigios Humanos

1 Mosca Tsé-Tsé leva o alimento do

sangue {injeta tripomastigota metaciclico) 2 Tripomastigota

_ _ o metaciclico injetado
8 Epimastigota : R — ; transformam em
- - ' o - O . .
multiplicam na /"’_—> — T g tripomastigotas na
glandula salivar. é o . || . S~ corrente sanguinea, as
Eles thsfoqna.m T | \ quais sdo carregadas
em tripomastigota .y \ para outros sitios.
metaciclico. i § N
\ ] \
ey ¥

7 Tripomastigota prociclico
deixam o meséntero e
transformam em epimastizota.

3 Tripomastigota multiplica por|
fissio bindria em virios
fluidos do corpo. exemplo:
sangue, linfa e CSF.

L Mosca Tsé-Tsélevao
alimento do sangue
/ 4 (tripomastigotas da

/ cofrente sanguinea
/ sdo ingendos)

L

6 Trpomastigota da conente‘\\__

sanguinea transformam em J
tripomastizotas prociclicos no - . _ Estsio
meséntero da mosca Tsé-Tsé. % &Estag‘m Infectivo D: e

Tripomastigota prociclico agnostico
multiplicam por fiszdo binara.

7
T
/ ———— U 4 Tripomastigota no sangue

Figura 2 - Ciclo biolégico da transmiss&o da doenca do sono®.
Fonte: Extraido e Modificado de SIMARRO?

A lesdo primaria é dolorosa e aparece entre 5 e 15 dias depois da picada inicial.
Depois, o periodo é varidvel, o qual € tipicamente poucas semanas no caso de T. brucei
rhodesiense e muitos meses no caso de T. brucei gambiense, os parasitas cruzam a barreira
sangue-cérebro e entram no sistema nervoso central. Uma vez que isso acontece a doenca
entra no estagio tardio, caracterizado patologicamente por uma meninge encefalite (estagio
2)%.

O diagnostico da doenca é realizado pela localizacdo geogréafica do paciente, anélise
dos sinais clinicos e exames laboratoriais parasitologicos (lamina corada de sangue, lamina
corada de puncdo do ganglio e exame do liquor) e imunoldgicos (hemaglutinacdo, ELISA e
PCR).
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Os sintomas da fase inicial dao inicio 1-3 semanas apds a picada da mosca tsé-tsé e
incluem dor de cabeca, mal-estar, artralgia, perda de peso, fadiga e febre. A medida que a
doenga se desenvolve, os pacientes podem desenvolver diversos sintomas, incluindo
linfadenopatia; alargamento do baco, figado, ou ambos; sintomas cardiacos como miocardite,
pericardite; sintomas oftalmoldgicas tais como irite, ceratite, e conjuntivite, disfuncédo
enddcrina incluindo anormalidades no ciclo menstrual, impoténcia, calvicie; e problemas de
fertilidade, incluindo esterilidade e prematuridade®.

Durante a fase tardia da doenca um grande numero de sintomas podem ocorrer,
podendo envolver todas as regiGes do sistema nervoso que estdo potencialmente envolvidas.
Estes sintomas incluem disturbios mentais como dor de cabeca, alucinacbes, delirio,
ansiedade, irritabilidade e impulsos sexuais excessivos; distirbios do sistema motor como
mielite , mielopatia , fasciculagdo muscular e neuropatia periférica motora. Disturbios do sono
que ddo o nome a doenca e ocorrem em 74% dos pacientes. Anormalidades do sono que
consistem em uma reversdo do sono normal como insbnia noturna e diurna, sonoléncia,
episodios incontrolaveis de sono, e uma alteragdo da estrutura do proprio sono como no inicio
do sono com movimentos oculares rapidos ao invés de ocorrer no final®.

O tratamento de HAT tem sido insatisfatério devido as quatro farmacos utilizados no
estagio inicial e tardio ndo serem disponiveis oralmente, frequentemente toxicos e muitas
vezes ndo efetivos fazendo com que os pacientes, muitas vezes, abandonem o tratamento
(Tabela 1)*. Assim, cada vez mais se faz necessario estudo de potenciais alvos para o

desenvolvimento de fArmacos para o tratamento da doenca do sono”.

Tabela 1 - Formacos usados no tratamento da Trypanosomiase Africana humana®.

Primeira linha de Tratamento Segunda linha de tratamento
Estagio Inicial
T b rhodesiense Suramina (V) Pentamidina (1M)
T b gambiense Pentamidina (1M) Suramina (1V)
Estégio Tardio
T b rhodesiense Melarsoprol (1V) Nenhum disponivel
T b gambiense Eflornitina (1) mais nifurtimox (oral) Melarsoprol (1V)

* |V-Intravenoso; |M-Intramuscular.
Fonte:Extraido de KENNEDY*
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1.1.3 Leishmanias e Leishmanioses

Leishmaniose € um amplo termo aplicado a um grupo de doencas causadas por
parasitas protozoarios do género Leishmania. Os parasitas sdo transmitidos através da picada
de insetos fémeas dos géneros Phleobotomus e Lutzomyia infectados em um reservatério
animal ou humano. Infeccdo humana é causada por aproximadamente 21 a 30 espécies que
infectam mamiferos. Estes incluem o complexo da L. donovani com 3 espécies (L. donovani,
L. infantum, e L. chagasi), o complexo L. mexicana com 3 espécies principais (L. mexicana,
L. amazonensis, e L. venezuelensis), L. tropica; L. major; L. aethiopica, e o subgénero
Viannia com 4 espécies principais (L. (V.) braziliensis, L. (V.) guyanensis, L. (V.) panamensis,
e L. (V.) peruviana)’. Leishmaniose é predominante em 79 paises. Existem aproximadamente
200 milhGes de pessoas em risco de contrair a doenca, com uma incidéncia de
aproximadamente 300.000 casos por ano®.

A descoberta da Leishmania donovani ocorreu em 1903 quando Leishman e Donovan
observaram esses parasitas em pacientes sofrendo Kala-azar (denominada posteriormente de
Leishmaniose visceral) e classificaram os parasitas como pertencentes ao género Leishmania.
Posteriormente, entre 1904 e 1908, foi observado um parasita semelhante em criancas da
regido do mediterraneo, que foi denominado Leishmania infantum. Em 1941, S. Adler & M.
Ber mostraram a transmissdo da Leishmaniose por flebotomineos (espécie Phlebotomus no
mundo velho e Lutzomyia no novo mundo)®.

Durante seu ciclo, a Leishmaniose é transmitida pela picada de flebotomineos
infectados. Os flebotomineos injetam o estagio infeccioso (isto é a forma promastigota) do
probdscide durante o alimento de sangue (1-Figura 3). Promastigotas que atingem o ferimento
sdo fagocitadas por macrofagos e outros tipos de células fagociticas mononucleares (2-Figura
3). Promastigotas transformam nestas células em amastigotas (3-Figura 3), o qual multiplica
por simples divisdo e avancam para infectar outras células fagociticas mononucleares (4-
Figura 3). Parasita, hospedeiro e outros fatores afetam se a infecgéo se torna sintomatica e se
resultam de leishmaniose cutanea ou visceral. Flebotomineos tornam-se infectados por ingerir
células infectadas durante o alimento de sangue (5 e 6 da Figura 3). Em flebotomineos,

amastigotas se transformam em promastigotas, desenvolvem no intestino (7-Figura 3), no
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intestino grosso para organismos de Leishmania do subgénero Viannia, e migram para o

probéscide (8-Figura 3)°.

Estagios do Flebotomineo Estagios do Homem

o Flebotomineos levam o alimento do

s : Promastigotas sio fagocitados
sangue (injetam promastigotas na pele) e

por macrofagos

e Divide no mesentero e

migram para o proboscide /’

o)

NG

o Amastigotas transformam em promastigotas no

meséntero \
R AP

Promastigotas transformam em
amastigotas no interior dos macrofagos

/A
o TR

Amastigotas multiplicam em células (incluindo

=

s \ % macrofagos) de varios tecidos
o T —
Q Ingestdo de células | g
parasitarias A- Estagio Infectivo

6 Flebotomineos levamo alimento do sangue (ingerem A R |
macrofagos infectados com amastigotas A\ = Estagio Diagnostico

Figura 3 — Ciclo biolégico da transmissdo da Leishmaniose™®.

Fonte: Extraido e Modificado de <http://www.dpd.cdc.gov/dpdx/html/leishmaniasis.htm>".

As formas da doenca sdo definidas por sindromes clinicas causada por varias espécies

do parasita. Trés principais tipos de leishmaniose podem ser encontrados: leishmaniose

visceral (VL ou kala-azar), leishmaniose cutanea (CL) e leishmaniose mucocutanea (MLC)®.

Os sintomas da leishmaniose visceral sdo febre, perda de peso, pigmentacédo da pele,

linfadenopatia, hepatoesplenomegalia, ou pode ser assintomatica. Pode acometer também

cdes que em muitos casos desenvolvem lesdes renais e hepaticas. A leishmaniose cutanea

inicia com uma papula no local da picada do inseto, que aumenta de tamanho, forma uma

crosta e eventualmente uma Ulcera. No caso da mucocutdnea ocorre o envolvimento da

mucosa do nariz, cavidade oral e faringe’. A Figura 4 ilustra os trés principais tipos de

Leishmaniose.
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Figura 4 — Principais tipos de Leishmaniose: (A) Leishmaniose visceral. (B) Leishmaniose cutanea. (C)
Leishmaniose mucocutanea.
Fonte: Extraido e Modificado de <http://www.dpd.cdc.gov/dpdx/html/leishmaniasis.htm>°

O diagnoéstico da Leishmaniose visceral é frequentemente baseada na deteccdo
microscopica de amastigotas em tecidos aspirados ou amostras de biopsia de baco.
Anticorpos de Leishmania (teste de aglutinacdo direta) podem ser detectados com alta
especificidade e sensitividade’.

No caso da Leishmaniose cutanea e mucocutanea o diagnostico é geralmente baseado
em exame microscopico da pele, normalmente feito a partir de lesGes. Este exame é rapido e
de baixo custo, mas tem sensibilidade limitada, especialmente em lesdes cronicas. A melhor
andlise clinica nesse caso é por PCR, o qual é rapido, com alta sensitividade e especificidade.
Outros diagnosticos disponiveis par Leishmaniose cutanea incluem teste da pele
(Montenegro), o qual detecta reagdo de hipersensibilidade tardia, porém nédo faz a distin¢éo
entre uma infeccdo recente ou passada’.

As medidas de prevencdo, tais como o controle de vetores, uso de repelentes de
insetos, pela construcdo de moradias humanas a distancia superior a 500 metros da mata
silvestre e pela erradicacdo dos Phlebotomus/Lutzomyia ndo s&o suficientes, pouco préaticas ou
dificil de sustentar®.

O tratamento recomendado para cada tipo de leishmaniose esta resumido na Tabela 2.
Para Leishmaniose Visceral o tratamento é amplamente baseado em antimoniais
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pentavalentes, porém a resisténcia a antimoniais € o maior problema ocasionando falhas de
até 50%. A anfotericina B é um tratamento eficaz utilizado em casos de resisténcia a
antimoniais, no entanto, é toxico e precisa ser dado por um periodo prolongado em regime de
internamento. A alternativa € a de utilizar formas de lipossomas, o que é altamente eficaz e
menos toxica, porém muito caro. Miltefosina € o primeiro medicamento ativo por via oral
eficaz contra leishmaniose, embora as preocupacdes sobre eventual resisténcia foram
comprovadas. Outros farmacos eficazes tém sido usados no tratamento de leishmaniose. A
pentamidina pode ser utilizado em casos de resisténcia ao tratamento de leishmaniose
visceral, no entanto seu uso é limitado pela sua substancial toxicidade’.

O tratamento para a leishmaniose cutanea pode ser fisico, incluindo crioterapia;
lampadas de calor infravermelhas locais. A paromomicina (aminosidina) combinada com
metilbenzetonio pomada também é utilizada no tratamento, no entanto, causa reacao
inflamatdria local severa. O imiquimod, um imunomodulador tépico foi bem sucedido quando
utilizado em combinagdo com antimoniato de meglumina. Os medicamentos imidazol/
triazois, fluconazol por via oral tem sido atil nas principais infec¢bes. Além disso,
cetoconazol e miltefosina foram estudados e mostraram-se efetivos’.

Apesar de ter muitos farmacos que estdo sendo utilizados no tratamento da
Leishmaniose, falhas no tratamento tém sido relatadas. Isso por causa da falta de efetividade,
acessibilidade, falta de farmacos minimamente toxicos, eficazes de facil administracdo e
facilmente disponiveis. Assim, uma vacina eficaz para o controle da leishmaniose é

necessaria'®.
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Tabela 2 - Farmacos usados no tratamento da Leishmaniose’.

Farmaécos Utilizados

Leishmaniose Antimoniais Pentavalentes
Visceral Anfotericina B Lipossomal
Miltefosina
Leishmaniose Anfotericina B
Mucocuténea
Leishmaniose Antimoniais Pentavalentes
Cuténea Fluconazola

Ketoconazola
Miltefosina
Pentamidina

Paromomicina

Fonte: Extraido de PISCOPO’

1.2 Selénio

Selénio foi descoberto em 1817 pelo quimico suico Jons Jacob Berzelius e seu colega
Gahn quando estudavam um precipitado avermelhado que era formado a partir da torrefacao
do enxofre. Inicialmente, eles acreditavam que este precipitado era o elemento quimico
Tellrio, devido ao cheiro de raiz forte quando aquecido, entretanto, estudando melhor
perceberam um novo elemento quimico. Este elemento no seu estado metalico tinha um brilho
intenso acinzentado que fez Berzelius nomea-lo Selénio, do grego selene, deusa da lua*®.

Selénio é um elemento quimico com simbolo Se e nimero atdmico 34, esta na posi¢do 6A
da tabela periddica e é um semi-metal com propriedades intermediarias entre um metal e um
ndo-metal. A afinidade do selénio para o oxigénio é menor que a do enxofre. Somente dois
oxidos de selénio sdo bem conhecidos: SeO3; e SeO,. Selénio também reage com hidrogénio,
com agua ou selenetos metalicos formando o composto seleneto de hidrogénio (H,Se), que ¢
altamente reativo e que se decompde rapidamente em ar imido, formando um depdsito de
selénio vermelho®.

O selénio esta presente na natureza e em organismos em formas orgéanicas e inorganicas.

As principais formas organicas sdo selenometionina (SeMet) e selenocisteina (SeCys). As
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formas inorganicas sdo selenito (SeOs?); seleneto (Se™); selenato (SeO,™) e selénio elementar
(Se)*®. O ponto de entrada de selénio em animais é via plantas, que absorvem o elemento em
sua forma inorganica a partir do solo como sais de selenato e selenito férrico. Em uma escala
global, a disponibilidade de selénio no solo varia entre areas, e as concentragdes de selénio em
plantas estdo relacionadas aos niveis de selénio nos solos circundantes. Solos alcalinos
liberam mais selénio que solos acidos. Em solos alcalinos, selenito é oxidado e torna—se
selenato sollvel, o qual é facilmente assimilado pela planta. Por outro lado, em solos &cidos,
selenito é ligado a hidréxidos de ferro, o que o faz ser altamente fixado a partir do solo. A
incorporacdo e redistribuicdo de selénio por raizes, além de depender do tipo de solo, é
também dependente das condicdes fisioldgicas e espécie da planta '°. Existem mais de 20
espécies de plantas acumuladoras de selénio. Dentre elas, a Astragalus, que pode acumular
milhares de ppm. Plantas com alto contetdo de selénio sdo toxicas para animais e o risco de
envenenamento animal torna—se alto acima de 5 ppm *.

Inicialmente, selénio foi considerado ser um agente toxico para mamiferos. Por volta de
1930, descobriu-se que este elemento era responsavel por doencgas severas em animais. A
primeira referéncia a toxidez do selénio foi feita por Madison, em 1856, que descreveu uma
doenca croénica fatal de equinos em Nebraska, EUA, regido de elevada concentracdo de Se no
solo™,

O foco sobre os efeitos toxicos do selénio seguiu até 1957, quando Schwarz e Foltz
identificaram o selénio como essencial a saude animal. Estes pesquisadores demonstraram
gue quantidades traco de selénio protegiam contra necrose de figado em ratos deficientes em
vitamina E . Além disso, foi visto que selénio era fundamental para crescimento anaerébico
de Escherichia coli quando crescidas em meio com glicose. Assim, tornou se evidente a
importancia do selénio para mamiferos e algumas bactérias.

No final dos anos 60, interessados na funcdo do selénio na salde humana,
pesquisadores reuniram forcas para investigar doengas humanas similares aquelas desordens
encontradas em animais devido & deficiéncia de selénio’®. Atualmente, sabe-se de muitos
beneficios a salde humana atribuidos a este elemento, tais como: supressor da represséo viral,
prevencdo de doencgas cardiacas e musculares, agente retardador do envelhecimento,
retardador da progressdo da AIDS em HIV soropositivos, elemento atuante na prevencao do
cancer e essencial na formacdo de espermatozoides, no desenvolvimento de mamiferos e

funcionamento do sistema imune®’.
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A falta de selénio na dieta esta relacionada com varias doencas em humanos e animais
e a mutacio em determinados genes do metabolismo desse elemento é letal'’. Assim, segundo
a resolucdo RDC n° 269, de 22 de setembro de 2005, da Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA), é necessaria uma ingestdo diaria de 34 pg de selénio que pode ser obtida
através da dieta de varios grdos e vegetais *°. Entre eles estdo: ervilha, feijéo, cenoura, tomate,
beterraba, pepino, cebola, alho, repolho, mostarda, brdcolis, aspargos, castanhas do Brasil,
entre outros. Para seres humanos, doses diarias acima de 880 pg de selénio sdo consideradas
téxicas, enquanto doses diérias abaixo de 20 ug sdo consideradas insuficientes™.

Apesar do conhecimento dos muitos beneficios a saude devido ao selénio, a explicacdo de
como isso ocorre é pouco elucidada®®?*. Existe em torno de 20 proteinas conhecidas contendo
selénio em mamiferos e é bem provavel que elas sejam mediadoras dos beneficios da dieta de
selénio. Portanto, é necessario entender como o selénio é inserido em proteinas, sua

identidade nelas e funcao.

1.3 A expanséo do cddigo genético: Descoberta do 21° aminoacido Selenocisteina

A elucidacdo de como o selénio é incorporado em proteinas teve um grande progresso na
ltima década e revelou alguns resultados surpreendentes que tém alterado o conceito inicial
do codigo genético.

O cadigo genético descoberto em 1960 consiste de 64 cddons de nucleotideos. Cada uma
das possiveis 64 combinagdes de trés nucleotideos foi vista durante muito tempo como tendo
um anico uso, codificar um dos 20 aminoacidos ou atuar como o ponto final ou inicial na
leitura da cadeia polipeptidica?®. Acreditava-se que este cddigo era universal e invariante.
Com o passar dos anos modificagdes foram surgindo, alterando este conceito e mostrando que
0 codigo genético poderia sofrer expansao.

Assim, em 1973 houve a expansdo do cdédigo genético com a descoberta da principal
forma ativa do selénio, o vigésimo primeiro aminoacido selenocisteina (Sec, U). Sec foi
descoberta por dois grupos de pesquisadores que observaram o selénio como componente
essencial da enzima glutationa peroxidase de mamiferos e posteriormente identificaram este
componente de selénio como sendo o residuo de Sec em selenoproteina A do complexo

formado pela enzima glicina redutase de bactéria®.
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Mais tarde, em 1986, quando foi realizado o sequenciamento génico e proteico da
glutationa peroxidase de bovino e formato desidrogenase de bactéria, descobriu-se como Sec
era decodificada. Pelo alinhamento da sequéncia dos genes com a sequéncia das proteinas
correspondentes, eles observaram que a localizacdo do residuo Sec na proteina coincidia com
0 cédon TGA do gene. Portanto, revelou-se o paradigma da biossintese de uma
selenoproteina, mostrando que o c6don TGA, inicialmente reconhecido somente como cédon
de terminagdo da sintese proteica tinha dupla fungdo: parada da traducdo e insercéo de Sec®.
Porém, para o reconhecimento do cédon UGA como insercdo de Sec sdo necessarios fatores
proteicos especificos.

O aminoédcido selenocisteina estad presente no sitio ativo de selenoproteinas que estdo
envolvidas em vérios processos de oxidorreducdo®’. Sua férmula estrutural é muito similar ao
aminoéacido cisteina, diferindo pela substituicdo do enxofre pelo selénio em sua cadeia lateral
(Figura 5).

A
HS HOH
H,N o)
B
HSe HOH
H,N o)

Figura 5 — Representacdo em 2D e 3D dos aminodacidos: (A) Cisteina. (B) Selenocisteina. Em vermelho é
representado o oxigénio, em azul o nitrogénio, em amarelo o enxofre e em laranja o selénio.
Fonte: Elaborado pela Autora a partir do programa UCSF Chimera® .

A troca do enxofre pelo selénio faz com que o aminoacido Sec tenha propriedades
peculiares como, por exemplo, sob condicdes fisioldgicas o grupo selenol em selenocisteina
esta mais reativo, isto €, na sua forma desprotonada, enquanto que o grupo tiol da cisteina esta
protonado e menos reativo®®. Pelo fato do selénio ser mais reativo que o enxofre, ele atua em

processos como antioxidante, isto €, perde elétrons para combater os radicais livres. Isso
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ocorre devido as caracteristicas do selénio em relacgdo ao enxofre como ser menos

eletronegativo e possuir um raio atbmico maior.

1.4 Selenoproteinas

A familia de selenoproteinas exibe diversidade de forma, fungéo, distribuicéo e evolugéo.
A primeira selenoproteina identificada foi a glutationa peroxidase (GPx), pela forte relacéo
demonstrada entre a concentracdo de selénio nos eritrocitos e a atividade da enzima. Assim, a
GPx foi o primeiro marcador bioquimico funcional do status de selénio celular. Existem 8
formas de GPx e elas tém caracteristicas similares, ou seja, todas tém como principal funcéo
proteger as células, juntamente com vitamina E, contra o acimulo de H,O, ou hidroperoxidos
organicos, garantindo a integridade de membranas celulares. A atividade enzimatica das GPx
é diretamente proporcional a absorcao de selénio. Especialmente, as formas 1 a 4, as quais sdo
dependentes de selénio com intuito de realizar a neutralizagdo. Assim, existe uma forte
relacdo entre deficiéncia de selénio e estresse oxidativo®’.

As deiodinases, segundo tipo de selenoproteinas a serem caracterizadas exercem
funcdo no metabolismo do horménio da tiredide?®.

SelP é uma glicoproteina extracelular e foi descoberta em humanos em 1993 e é a
mais abundante selenoproteina encontrada no plasma®. Ela constitui mais de 50% da reserva
de selénio no plasma®. Exerce uma funcdo na homeostase e no transporte de selénio nos
tecidos e é também um antioxidante extracelular®*.

As trés selenoproteinas tiorredoxinas redutases (TR1, TR2, TR3) funcionam como
antioxidante e no controle do potencial redox intracelular. Além disso, atuam também como
fator de crescimento celular, na sintese de DNA e inibicdo de apoptose (morte celular
programada)?®.

Enquanto, muitas das primeiras selenoproteinas descritas utilizam o potencial redox do
selénio no sitio ativo das enzimas, as mais recentes selenoproteinas identificadas exibem uma
variedade de fungdes, incluindo estrutural, transporte, sinalizacdo, enzimética e algumas nao
definidas. Selenoproteinas podem ser intracelulares, transmembranares ou secretadas. Sao

encontradas nos trés dominios de vida, porém, ndo sdo igualmente representadas dentro
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deles®®. A glicina redutase de Clostridium sticklandii foi a primeira selenoproteina de bactéria
a ser descoberta. E formada por um complexo de trés proteinas A, B e C. Em E.coli foram
identificadas trés selenoproteinas, as formato dehidrogenases H, N e O (FDHy, FDHy e
FDHo). Estas selenoenzimas sdo expressas sob diferentes condi¢Bes de crescimento e todas
catalisam a oxidacéo do formato em CO, e H* **,

Estudos sugerem que mais de 100 selenoproteinas pode existir em animais, nas quais
30 foram identificadas pela marcacéo de Se™ in vivo *. Dentre elas, estdo a SelK e SelT, as
quais foram encontradas homologas em tripanossomatideos. Além disso, foi identificada no
selenoproteoma de Tripanossomatideos, a proteina SelTryp, que é exclusiva desta familia.

A SelK é uma selenoproteina transmembrana, cuja funcdo permanece desconhecida.
Estudos mostraram que esta proteina pode estar relacionada a protecdo de células de danos
oxidativos®, com a regulagdo da homeostase no reticulo endoplasmatico, estando envolvida
na degradacéo de proteinas mal-enoveladas®®.

A selenoproteina SelT humana possui um dominio catalitico tiorredoxina com um
motivo redox (CxxU)*’ . SelT esta localizada no reticulo endoplasmético e complexo de Golgi
e esta relacionada com a adesdo celular, equilibrio do status redox® regulacdo da homeostase
de Ca* em resposta a neuropeptideos>. Além disso, devido ao seu dominio tiorredoxina pode
estar envolvida em um mecanismo de protecdo celular contra danos oxidativos®.

Segundo predicdo de localizagdo celular, SelTryp é mitocondrial e possui, assim como
SelT, um motivo (CxxU). Sua funcdo ndo esta ainda bem definida. Analises de sequéncia
apontam que ela pode estar envolvida em reacdes que envolvem a transferéncia de enxofre,
desintoxicacdo de cianeto, metabolismo de selénio e enxofre e biossintese de grupos

prostéticos em proteinas com ferro e enxofre®’.

1.5 Sintese de selenocisteinas e incorporacdo em Selenoproteinas

A descoberta de que o aminoacido selenocisteina era codificado pelo codon de parada
TGA (UGA) e que a inser¢do ocorria co-traducionalmente reabriu discussdes consistindo na
estabilidade e evolugdo do cddigo genético. A regra geral do codigo genético estabelece que

em um organismo um codon especifico ndo pode ter dois diferentes significados de leitura.
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Por outro lado, a via de sintese e incorporacdo de Sec no codon UGA (também codon de
parada) viola esta regra. Assim, é necessaria uma maquinaria complexa, envolvendo enzimas
e fatores proteicos para permitir que ocorra a sintese e incorporacdo de Sec no polipeptidio
nascente.

A maioria dos 20 aminoacidos canénicos sdo carregados para suas espécies de tRNA
cognatas por aminoacil-tRNA sintetases individuais. Todas as aminoacil-tRNAs carregadas
dos aminoécidos canoénicos sofrem a formacdo de um complexo terciario com o fator de
elongacdo Tu (EF-Tu) e a molécula de GTP os quais constituem o sistema de entrega para o

sitio A ribossomal para decodificar os 61 codons (Figura 6).

tRNASer

Seril-tRNA Sintetase

Ser-tRNASr

EF-Tu \( GTP

v

EF-Tu-GTP-
Ser-tRNASer

e
UCA

Ribossomo
Figura 6 — Esquema da participacdo de fatores proteicos nas reacGes de sintese e incorporagdo de

aminoécidos padrdes™.
Fonte: Extraido e Modificado de YOSHIZAWA®

As vias para insercdo dos 20 aminodcidos canbnicos e do 21° aminoacido,
selenocisteina, séo paralelas e suas funcgdes requerem mecanismos precisos de controle de
fidelidade. Porém, para a biossintese e incorporacdo de Sec sdo necessarios muitos outros
e diferentes fatores celulares, o que faz dela complexa e dispendiosa para 0s organismos

que a produzem™.
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Apesar da sintese de selenoproteinas ser um processo evolucionariamente conservado,
existem algumas diferengas no mecanismo entre procariotos, arqueas e eucariotos.

A caracteristica comum a todos 0s organismos é o codon UGA-Sec, o tRNA
especifico, um elemento especifico de estrutura secundaria no mRNA e alguns fatores

proteicos™®. O tRNA transportador especifico para a incorporagdo de Sec, tRNASIS o

u
SelC, possui um anticodon UCA, correspondente & serina no entanto também reconhece o
cddon UGA. SelC possui caracteristicas estruturais distintas dos demais tRNAs, e portanto
ndo é reconhecido pela maquinaria padrdo que adiciona aminoacidos a partir de tRNAS
aminoacilados ao peptideo nascente pela via ribossomal®.

Como exemplo das peculiaridades de SelC, pode-se citar o tRNAF* de E. coli, o
mais longo da espécie formado por 95 ribonucleotideos, sendo que 8 pares de bases estdo
no braco aceptor e 5 no braco T, além de 6 no braco D*. Em eucariotos e arqueobactérias
0 numero de ribonucleotideos é cerca de 90, sendo 9 pares de bases no brago aceptor e 4
no braco T. Além disso, verifica-se a presenca do nucleotideo modificado 5-
metilaminometil-2selenouridina (Mnm5Se2U) na regido do anti-cddon do tRNA* no

caso de eucariotos e arqueobactérias® (Figura 7).
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Figura 7— Estrutura secundaria global em forma de folhas de trevo de todos os tRNAs. (A) Estrutura de tRNA

com seus 4 bracos, além de um braco extra, necessarios para a funcdo de adaptacdo. (B) O
tRNAP1S de Escherichia coli (C) O tRNAF™S de eucariotos.

Fonte: Extraido e Modificado de COMMANS “°.

Durante todo o processo de sintese e incorporacao de Sec verificou-se que o Sec tRNA

€ necessario, mas ndo é suficiente na decodificagdo do UGA como uma Sec. Assim,
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outro fator determinante € necessario e extremamente importante na leitura do cédon UGA
como uma Sec. Esse fator esta ligado a estrutura secundéria em alca do RNA, designado
como elemento SECIS - Sequéncia de Inser¢do a Selenocisteina (Seleno Cystein Insertion
Sequence)®’.

O elemento SECIS é uma estrutura secundaria em alca no mRNA de genes de
selenoproteinas. Em bactérias, o elemento SECIS contem pelo menos 40 nucleotideos que
formam a alga. Nesse organismo, SECIS se localiza na regido codificante dos genes de
selenoproteinas, imediatamente anterior ao cédon UGA que codifica a Sec (Figura 8A)*.
Estudos mostram que apenas 17 pb na regido superior da alca sdo suficientes para permitir a
incorporacdo do residuo Sec. Entretanto, esses 17 pb tem que estar localizados a 11 pb do
codon UGA (Figura 9A).

Em eucariotos, SECIS esta presente na regido 3° UTR (ndo traduzida) do mRNA dos
genes de selenoproteinas (Figura 8B) e a distancia entre o cddon UGA e o elemento SECIS
est4 parcialmente restrita, em alguns casos até alguns kilobases distante do c6don UGA**°.
Nesses organismos, 0 elemento SECIS possui estruturas secundarias bem conservadas para
incorporacdo de Sec como: um motivo AAR conservado com duas bases AA consecutivas
ndo pareadas ou duas bases CC, localizadas na alca apical; um quarteto de bases que néo
obedece o pareamento Watson-Crick (A — T e C — G), apresentando um G pareado com um A
no nucleo do SECIS e um A pareado com G anterior ao nucleo SECIS. O elemento SECIS de
eucariotos pode ser classificado em duas formas: Forma | e Forma Il referentes a auséncia ou
presenca de uma alca apical adicional, respectivamente®® (Figura 9B). Em arqueobactérias, o
elemento SECIS também esta localizado no 3"UTR, mas a estrutura se diferencia em alguns
aspectos da de eucariotos (Figura 8C e Figura 9C)*".

Qualquer alteracdo na estrutura SECIS ou na distdncia entre o cédon UGA e o
elemento SECIS é prejudicial na incorporagdo de Sec na cadeia polipeptidica nascente®.

A SECIS é reconhecida por um fator de elongacdo de traducdo, chamado SELB em E.
coli, arqueobactérias e SBP2 em eucariotos”®.
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Figura 8 — Incorporacdo de Selenocisteina mostrando a localizagdo do elemento SECIS (Sequéncia de
Inser¢do a Selenocisteina). (A) Em bactéria. (B) Em eucarioto. (C) Em arqueobactéria. Esse
mecanismo ocorre em um cédon UGA em fase, localizado no interior do gene. A linha simboliza
0 RNA mensageiro com o cdédon UGA em fase de leitura. O elemento SECIS, estrutura
secundaria adquirida pelo mMRNA, compreende a estrutura onde a maquinaria de incorporacdo de

selenocisteina (Sec) ira ligar — se.

Fonte: Extraido e Modificado de COBUCCI-PONZANO “®
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Figura 9 — Estrutura consenso do elemento SECIS em (A) eubactérias (E. coli). O retangulo verde mostra a
regido reconhecida pela proteina SELB a exatamente 11 nucleotideos do codon UGA. (B)
eucariotos. Sao observados dois tipos de elemento SECIS: Forma | e Forma Il. Os nucleotideos
conservados que sdo necessarios para a funcdo do elemento SECIS incluem bases AA ou CC na

regido do loop apical. (C) arqueobactérias™***,

Fonte: Extraido e Modificado de PAPP, ROTHER, LI #3554
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O sistema responsavel pela biossintese de selenocisteina foi bem caracterizado em E. coli,
mas em eucariotos ainda existem questionamentos apesar dos considerdveis avangos que

foram obtidos na sua elucidagé&o.

1.5.1 Sintese e incorporacgdo de Selenocisteina em Selenoproteinas de Procarioto

A sintese de Sec € peculiar, uma vez que em todos 0s casos reportados na literatura até o

momento a sua sintese ocorre a partir da aminoacilagdo do tRNA[Se1Se

por uma serina pela
enzima Seril- tRNA sintetase*.

Uma enzima denominada Sec Sintase (SELA) a qual tem como co-fator o piridoxal
fosfato converte a seril - tRNAF®1S em selenocisteil - tRNAP®15 através da remogdo do
grupo hidroxila da cadeia lateral da serina, eliminando uma molécula de agua, criando um
intermediario enzimatico aminoacrilil-tRNASeSe 42,

Posteriormente, o selenofosfato é transferido para a molécula intermediéria (aminoacrilil -
tRNAPI) resyltando no Sec - tRNAF1S maduro. O selenofosfato é obtido através da
fosforilagéo de seleneto, a partir de ATP, pela enzima selenofosfato sintetase, SELD>>. Outra
enzima, denominada SELB, liga—se ao elemento SECIS do mRNA e atua como fator de
elongacdo. SELB interage com Sec - tRNAF®1S® GTP e o elemento SECIS formando um
complexo quaternario estavel. A formacdo deste complexo permite que ocorra a insercao de
selenocisteina no polipeptideo nascente no sitio A do ribossomo, apo6s a hidrolise de GTP

catalisada pela SELB®® (Figura 10).
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Figura 10 — Representacdo esquematica comparativa das vias de biossintese e incorporacéo de selenocisteina
em selenoproteinas em procariotos.
Fonte: Extraido e modificado de STOCK®’.

1.6 Via de biossintese de Selenocisteina em Eucarioto

DescrigcBes recentes da via de biossintese de Sec em eucariotos e arqueobactéria
demonstram que o0s processos s&o similares, mas nio idéntico a via em procarioto®.

A via de biossintese de selenocisteina em eucarioto e arqueobactéria parece conter
diferentes enzimas para etapas particulares e pode também requerer etapas adicionais. Em
eucarioto onde a transcricdo € nuclear e a traducdo citoplasmatica existe um desafio
regulatério adicional, ndo esté claro se toda ou parte da via de biossintese de Sec ocorre no
nacleo ou no citoplasma. No modelo atual da via de biossintese de Sec a presenca de ambos
sinais de localizacdo nuclear e sinais de exportacdo nuclear em muitos fatores de biossintese
de selenoproteinas sugere que fatores Sec eucariotos pode lancar entre o citoplasma e o
ndcleo, conforme necessério.

Outras diferencas entre a incorporacdo da Sec em procariotos, eucariotos e
arqueobactérias envolve a exigéncia de fatores protéicos. Em procariotos, um unico fator
protéico, SELB executa multiplas fungdes. SELB liga-se ao elemento SECIS e atua como um
fator de elongacéo carregando o Sec-tRNAF*S* e associando com o ribossomo®. Em ambos,
eucarioto e arqueobactérias, homologos de SELB foram identificados que funcionam como
fatores de elongagdo, ligando a Sec-tRNAF®15. Em eucarioto, dois ou mais fatores protéicos

sdo exigidos para realizar as funcOes de ligacdo a SECIS e o fator de elongacdo. Dentre eles
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estdo a proteina SBP2 (proteina ligante ao elemento SECIS), o fator especifico para Sec
(EFSec)®.

Embora a via de biossintese de Sec em eucariotos esteja ainda sendo elucidada, muitas das
proteinas envolvidas tém sido identificadas baseada na via de procarioto. Em eucariotos, duas
enzimas selenofosfato sintetase distintas, SPS1 e SPS2, convertem seleneto e ATP em
monoselenofosfao. Recentemente foi reportado que SPS2 possui a capacidade de sintetizar
selenofosfato in vitro, enquanto que SPS1 ndo possui essa capacidade®™. SPS1 parece estar
envolvida na reciclagem de selenocisteina e no resgate de selénio®.

Em ambos, procariotos e eucariotos, o tRNAFSIS

é carregado com serina pela enzima
seril-tRNA sintetase. Em seguida ocorrem as etapas em eucariotos que ainda ndo estdo
estabelecidas inteiramente. Pela analogia com a via em procariotos, uma enzima com
atividade de Sec sintase seria necessaria para converter a seril-tRNABIS resultante em
selenocisteil- tRNAS™SC A SLA/LP, uma proteina identificada em associagdo com o
tRNAFIS provavelmente exerce a funcéo de Sec sintase em eucariotos®®, pois a analise das
sequéncias revelam que esta proteina é um membro da superfamilia da transferase
dependente de piridoxal fosfato, uma familia que também inclui a Sec sintase bacteriana®.
Recentemente a Sec sintase (SLA/LP) foi identificada como SEPSECS®. Além disso, uma
fosfoseril-tRNA quinase foi identificada e atua na conversdo da seril- tRNAF*1S* para
fosfoseril-tRNAF® que provavelmente é um intermedirio na transic&o para selenocisteil —
tRNABIS8 utro fator proteico é a SECp43 que se liga ao tRNAFIS e pode ter uma
funcdo adicional promovendo a associacdo de complexos supramoleculares envolvidos na

incorporacéo da Sec (Figura 11)%".
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Figura 11 — Duas representagdes esquematicas da vias de biossintese e incorporacdo de selenocisteina em
selenoproteinas eucarioticas. (A) Sequéncia de reacfes enzimaticas. (B) Possiveis complexos
multiproteicos envolvidos na biossintese e incorporacdo de selenoproteinas no interior do
compartimento celular.

Fonte: Extraido e modificado de (A) STOCK® e (B) SMALL-HOWARD®’
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1.7 Via de Biossintese de Sec em Kinetoplastida

Em Kinetoplastida (Trypanosoma e Leishmania) a via de sintese de Sec até meados de
2003 ndo tinha sido explorada. A primeira evidencia que Kinetoplastida devia ter a
maquinaria de sintese de Sec resultou a partir da identificacdo de um transcrito (ODD1) em
Leishmania major contendo diversos codons de terminacdo UGA em sua fase de leitura e um
possivel elemento SECIS®. Esse gene foi sugerido como sendo uma selenoproteina, mas sem
maiores evidéncias.

N&o era obvia a existéncia dessa via em protozodarios. Diversos organismos ndo a
possuem, como algumas eubactérias, plantas, fungos e Saccharomyces cerevisiae. Assim
sendo, a via de incorporagdo de selenocisteina em Kinetoplastida permaneceu uma incognita
durante anos®®.

Estudos realizados em nosso grupo identificaram a via de biossintese de Sec em
Trypanosomatideos®. Através de buscas computacionais e analise de transcritos, foi
identificado homélogos de tRNAP*15 em todas as espécies de Kinetoplastida que possuem o
genoma sequenciado e disponivel. Estes tRNAs possuem todas as caracteristicas que 0s

assinalem como homélogos de tRNAF(Eigura 12).
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Figura 12 - Estrutura 2D prevista para 0s tRNA®* de T. brucei e L. major, identificados por busca genémica.
Fonte: Extraido de CASSAGO®
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Posteriormente, diversos genes codificantes para as enzimas conhecidas em eucariotos
envolvidas nessa via metabolica como SelD, SelB, SelA e Secp43, foram identificados tanto
em Leishmania quanto em Trypanosoma. Dentre os genes identificados em Kinetoplastida
estd o SelD que codifica a enzima selenofosfato sintetase (SPS2) a qual exerce um importante

papel na via de Biossintese de Sec.

1.8 Selenofosfato sintetase

Selenofosfato sintetase (SPS) é uma enzima central na via de biossintese de Sec’®**,

catalisando a producéo de monoselenofosfato (SeP). A reagé@o ocorre pela ativacao de seleneto
com ATP e agua, em uma estequiometria de 1:1:1, resultando na formacdo de adenosina 5”-
monofosfato (AMP), ortofosfato (Pi) e a forma ativa biologicamente de selénio,
monoselenofosfato (SeP)* (Figura 13).

Resultados recentes demonstraram que SeP é derivado da transferéncia do grupo y-

fosfato do ATP para seleneto, enquanto o grupo B-fosfato é liberado como ortofosfato™.
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Figura 13 — Representagdo da reacdo enzimatica catalisada pela selenofosfato sintetase.
Fonte: Elaborado pelo Autora
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SPSs séo encontradas em todos os dominios de vida e tem um residuo de cisteina ou
selenocisteina na regido N-terminal rica em glicina, correspondendo ao sitio catalitico da
enzima’®. Em animais, existem dois homélogos de selenofosfato sintetase, designados por
SPS1 e SPS2, com identidade sequencial de 72% em humano. Enquanto observa-se a
conservacdo 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 salvagdo de selénio
que recicla selenocisteina®.

Selenofosfato sintetase de Trypanosoma brucei (TbSPS2) e Leishmania major
(LmSPS2) foram identificadas em kinetoplastidae e assim como o ortélogo em Escherichia
coli, ndo sdo selenoproteinas’®, contrastando com a selenoproteina SPS2 de mamiferos. Além
disso, ThSPS2, inicialmente considerada irrelevante para sobrevivéncia de T. brucei’ foi
recentemente demonstrada estar envolvida na protecdo contra estresse oxidativo. O
silenciamento do gene SelD em T. brucei resulta em morte celular quando tratada com
peréxido de hidrogénio, estabelecendo sua importancia no metabolismo celular™.

Em 2008, foi publicada a primeira estrutura cristalogréfica de uma selenofosfato
sintetase, a SPS de Aquifex aeolicus’®. Esta estrutura era da protefna nativa e truncada no N-
terminal em 25 residuos (codigo PDB 2ZAU). A estrutura revelou um enovelamento do tipo
o/B, composto por dois dominios homdlogos que correspondem aos apresentados pelas
proteinas pertencentes a Superfamilia AIRS. Nesta superfamilia de proteinas, encontram-se as
enzimas que se ligam a ATP que possuem no N-terminal sequéncia conservada, ligadora do
nucleotideo’’, tamanho similar e sdo ativas na forma dimérica.

Entretanto, existe uma peculiaridade da enzima selenofosfato sintetase em relacéo as
outras proteinas dessa familia, que consiste do consumo de ambas ligacGes fosfoéster de alta
energia do ATP na catéalise para formar o produto selenofosfato, o AMP e o fosfato
inorgénico. Essa peculiaridade é devida a um possivel mecanismo de auto-regulagcdo da
reacdo catalitica como uma forma de protecdo da célula contra o produto selenofosfato
reativo’®’’. Assim, a proposta para 0 mecanismo de reacdo é dividida em duas etapas (Figura
14).
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Figura 14 — Representacgdo das duas etapas da reagdo enzimatica catalisada pela selenofosfato sintetase.
Fonte: Elaborado pelo Autora

Atualmente, outras estruturas cristalograficas das SPSs foram reportadas. A estrutura
da SPS de Aquifex aeolicus (AaSPS) inteira na forma apo ¢ em complexo com AMPCPP (a.,f3-
methyleneadenosine 5'-triphosphate), um analogo de ATP nio hidrolisavel”®, SPS1 humana
(hsSPS1) em complexo com anédlodo de ADP, AMPCP (a,B-methyleneadenosine 5'-

diphosphate) e ambos produtos ADP e Pi’® e a SPS mutante C17S de E. coli (EcSPS) na
forma apo®.
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Nas estruturas da AaSPS, ambas formas aberta e fechada do loop rico em glicina do N-
terminal foram observadas mostrando que essa regido é altamente flexivel’®. A AaSPS em
complexo com AMPCPP (cddigo PDB 2YYE), revelou dois sitios de ligacdo a ATP,
formados na interface de dimerizacdo do homodimero®. Quatro residuos de acido aspértico
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 SPS.
Na estrutura apo, as regides N-terminal do sitios de ligacdo do ATP estdo desordenadas e
nenhum metal associado é observado’. Isto mostra que a ligagdo do ATP, dos metais e a
formacédo de seus sitios sdo interdependentes.

A mobilidade do N-terminal, sua importancia no mecanismo catalitico e o
entendimento de sua desordem estrutural vem sendo investigada desde 1992, quando Kim e
colaboradores demostraram que o aminoacido cisteina na posicdo 17 da estrutura primaria da
SPS de E. coli, localizada na volta N-terminal rica em glicina, é 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 movel
pode apontar tanto para o solvente, em condi¢des 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 perselencto (Sec-Se’),
para formacé@o de monoselenofosfato.

Em todas as estruturas reportadas nenhuma evidencia o sitio de ligacdo do produto
selenofosfato. Especula-se na estrutura da AaSPS em complexo com AMPCPP um possivel
sitio de ligacdo na qual esta ligado o ion sulfato, porém esse sitio fica muito distante do -
fosfato do AMPCPP o que impediria o ataque nucleofilico.

A estrutura da SPS1 humana em complexo com ADP e seu analogo AMPCP (c6digo
PDB 3FD5 e 3FD6), mostra que o ion K* deve catalisar a hidrélise do ADP no sitio ativo da
enzima, posicionando o grupamento B-fosfato para ataque nucleofilico por uma molécula de
gua’®.

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 formacdo do
selenocisteil-tRNAS®, a partir do monoselenofosfato produzido na reacdo catalisada pela
SPS2. Tanto a SepSecS quanto a selenocisteina liase possuem um enovelamento do tipo | de
proteinas que se ligam ao piridoxal-5’-fosfato. Desta forma, se a SPS2 tambem é capaz de se

ligar a SepSecS, entdo o monoselenofosfato sintetizado pela SPS2 pode ser entregue a
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SepSecS, como denominado por Itoh e colaboradores’. Estudos realizados por alunos de
doutorado do nosso grupo apontam uma possivel funcdo do N-terminal na formacdo destes
complexos proteicos. Especula-se que poderia ocorrer a formacdo destes complexos para
evitar a difusdo de compostos reativos de selénio, resultando em uma eficiéncia da biossintese

de selenocisteina, porém nao se sabe se esses complexos sdo transientes ou permanente.
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Este trabalho tem por objetivo caracterizar estruturalmente e
funcionalmente as proteinas selenofosfato  sintetases de
Trypanosoma brucei e Leishmania major. Esta caracterizagdo
fornecera informagOes relevantes para o entendimento do
mecanismo de catalise da enzima e portanto, para via de sintese de

Sec em eucariotos.
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2 OBJETIVOS

O objetivo geral do trabalho é realizar estudos biofisicos, estruturais e funcionais da
proteina selenofosfato sintetase (SPS2) de Trypanosoma brucei (TbSPS2) e Leishmania major
(LmSPS2) com intuito de entender melhor 0 mecanismo de acdo desta enzima na via de

biossintese de selenoproteinas.

2.1 Objetivos Especificos

1 - Produzir as proteinas SPS2 de T. brucei e L. major de forma homogénea;

2 - Realizar estudos bioquimicos e biofisicos;

3 — Desenvolver o protocolo de cristalizacdo das proteinas SPS2 de T. brucei e L. major;

4 — Resolver a estrutura cristalografica das proteinas, comparar com as estruturas de proteinas
homdlogas;

5 - Realizar estudos funcionais das proteinas selvagens, truncadas e mutadas pontualmente;
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Este capitulo reporta a clonagem, expressao e 0 novo protocolo de
purificacdo estabelecido para as selenofosfato sintetases. Além
disso, sdo elucidados aqui estudos bioquimicos e biofisicos
utilizando diversas técnicas para avaliacdo do enovelamento e do

estado oligomérico da selenofosfato sintetase.
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3.1 METODOLOGIA

3.1.1 Estudos iniciais das Selenofosfato sintetases

A construcdo dos clones com os genes que codificam para as selenofosfato sintetases
de Trypanosoma brucei e Leishmania major, isto é, a amplificacdo da fase aberta de leitura
(ORF), clonagem foram realizadas como descrito por Sculaccio e colaboradores™. O
protocolo de expressao e purificagdo das selenofosfato sintetases foram estabelecidos para a
realizacio de ensaios funcionais como reportado por Sculaccio e colaboradores’. Entretanto,
a proteina estava em diferentes formas oligoméricas e ndo foi possivel a realizacdo do estudo
estrutural. Assim, para a caracterizacdo estrutural e biofisica foi necessaria adaptacdo do
protocolo de purificacdo inicial.

As etapas descritas em 3.1.2 e 3.1.3 foram realizadas por Sculaccio e colaboradores’®,

3.1.2 Clonagem do gene sps2 de Trypanosoma brucei e Leishmania major

Os genes da sps2 de T. brucei (nimero de acesso: XP_823164.1) e sps2 de L. major
(nimero de acesso: AAG35734.3) foram obtidos pela técnica de PCR (Reacdo em cadeia da
DNA Polimerase) a partir do DNA gendmico de Trypanosoma brucei e Leishmania major. Os
genes foram clonados ao vetor pET28a(+) (Novagen) que possui marca de resisténcia ao

antibidtico canamicina’>.
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3.1.3 Transformacdo da construcdo em células competentes de Escherichia coli

A construcdo recombinante pET28a-SPS2 de T. brucei e L. major foram submetidos a
transformacédo de células competentes de E. coli (BL21(DE3)) preparadas pelo método do
cloreto de calcio. Aliquotas de 100 pL de células foram retiradas do freezer -80 °C e
descongeladas no gelo. Ap6s o descongelamento, foi adicionado 10 pL da construgdo e
homogeneizado cuidadosamente. As construgdes pET28a-TbSPS2 e pET28a-LmSPS2 foi
adicionada nas células competentes de E. coli BL21(DE3). Posteriormente, a mistura foi
colocada em banho térmico a 42 °C por 2 minutos e em seguida no gelo onde permaneceu por
5 minutos. Ap6s os 5 minutos, foi adicionado a mistura, 1000 pL de meio Luria-Bertani (LB),
ficando sob agitacdo (250 rpm) por 1 hora a 37 °C. Terminado esse tempo, as células foram
sedimentadas por centrifugacdo e ressuspendidas em 100 uL de meio LB e plaqueadas em

meio sélido LB-agar e o antibi6tico canamicina.

3.1.4 Expressao da SPS2 de T. brucei e L. major

Para a expressdo da SPS2 de T. brucei e L. major, fez-se um pré-indculo de 5 mL
contendo cepas E. coli BL21(DE3) transformadas com a construcdo pET28a-TbSPS2 e
pET28a-LmSPS2 cultivadas em meio de cultura liquido LB contendo antibiético canamicina
(50 pg/mL) por aproximadamente 14 horas sob agitacdo a 250 rpm a 37 °C.

Uma aliquota de 500 pL de cada um dos pré-indculos foi transferida para um
erlenmeyer com 500 mL de meio LB (razdo 1:100) contendo (50 pg/mL) de canamicina, que
ficou sob agitacdo de 250 rpm a 37 °C até atingir a D.O.g00nm (densidade Optica a 600 nm) de
aproximadamente 0,6. Depois de atingida esta D.O, induziu-se a expressdo da proteina
adicionando 1 mM do agente indutor IPTG (Isopropyl B-D-1-thiogalactopyranoside). A
cultura foi colocada sob agitacdo de 150 rpm a 20 °C por 12 horas. Decorridas as 12 horas de
expressao, as células foram centrifugadas por 15 minutos a 8.000 rpm a 4°C. O sobrenadante
foi descartado e o precipitado ressuspendido em 50 mL por litro de cultura em tampéo A (25
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mM Tris pH 8, 300 mM de NaCl e 1 mM B-mercaptoetanol) contendo 1 uM Pepstatina, 1 pM
Leupeptina, 1 mM PMSF e 5% de glicerol. As células foram entdo submetidas a lise celular
por ultrassonicacdo com 6 pulsos de 30 segundos cada e intervalos entre eles de 60 segundos
no equipamento 550 Sonic Dismembrator (Fisher Scientific, USA). As células, apos a lise,
foram centrifugadas a 13.000 rpm por 20 minutos para a separacdo da fracdo sollvel
(sobrenadante) e insoltvel (precipitado). O sobrenadante foi transferido para um novo tubo e

submetido a purificacéo.

3.1.5 Purificacdo da SPS2 de T. brucei e L. major por Cromatografia de Afinidade

Como as fases abertas de leitura (ORFS) que expressam as proteinas SPS2 de T. brucei
e SPS2 de L.major foram clonados no vetor pET-28a(+) (Novagen, USA), a proteina
recombinante expressa possui uma cauda de 6XHis no N-terminal que tem capacidade de
ligacdo a metal divalente como Ni** e Co?. Portanto, a purificacdo das proteinas foi realizada
em coluna de cromatografia de afinidade, utilizando a resina Ni Sepharose HisTrap HP (GE
Healthcare, USA). Na cromatografia de afinidade as proteinas sdo separadas por
especificidades de ligacdo. A resina Ni Sepharose HisTrap HP (GE Healthcare, USA) possui
fons Ni** imobilizados que se ligam reversivelmente & cauda de 6XHis.

Neste tipo de purificacdo, utiliza-se o composto imidazol para realizar a eluicdo da
proteina, pois o anel imidazélico é parte integrante da estrutura da histidina, assim, esse
composto compete com a histidina pela ligacdo aos ions niquel que estdo imobilizados na
matriz da coluna.

A coluna de afinidade, Ni Sepharose HisTrap HP (5 mL de resina) foi equilibrada com
5 volumes de coluna do tampdo A contendo 5 mM de Imidazol e, posteriormente, o
sobrenadante obtido da centrifugacdo do produto de lise celular (correspondente a 1 L de
cultura de células) foi aplicado a coluna. Em seguida, aplicou-se um gradiente linear de 10 a
500 mM de Imidazol (Sigma, USA) em tampédo A para eluicdo da proteina recombinante da
coluna de afinidade. Foram retiradas aliquotas das frac6es eluidas da coluna para analise em
gel de SDS-PAGE (15%).
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3.1.6 Clivagem da cauda de Histidinas das SPS2 com a protease Trombina

As aliquotas correspondentes a eluigdo da proteina foram concentradas e submetidas a
um teste de clivagem da cauda N-terminal de seis histidinas das proteinas recombinantes de T.
brucei e L. major com a protease Trombina (Amersham Bioscienses, USA). Foi adicionada a
cada amostra a propor¢do de 1 unidade de protease Trombina para cada 100 pg de proteina
recombinante. A reagdo foi mantida por 14 horas a 20 °C e interrompida com a adi¢do de 1
mM de PMSF, que atua como inibidor de serino-proteases. Foram retiradas aliquotas a cada 2

horas até 14 horas e misturadas em tampdao de amostra para analise em gel SDS-PAGE (15%).

3.1.7 Purificacdo da SPS2 de T. brucei e L. major por Cromatografia de Exclusdo por

Tamanho

Na cromatografia de exclusdo por tamanho, as moléculas sdo separadas de acordo com
diferencas em seus tamanhos e formas moleculares. A matriz da coluna € um polimero com
poros de tamanho 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
vagarosamente através da coluna. A purificacdo por cromatografia de exclusdo molecular foi
realizada utilizando a coluna Superdex™ 200 10/300 (GE, USA) de 24 mL de volume de
coluna acoplada ao sistema automatizado de cromatografia AKTA Purifier 10 (Amersham
Pharmacia Biotech).

Decorrido o tempo de 14 horas de reacdo de clivagem da cauda 6XHis, a proteina ja
concentrada foi aplicada na coluna previamente equilibrada com tampdo A com 5 mM de
Imidazol. Utilizou-se um fluxo de 0,5 mL/min e o andamento da purificagdo foi monitorado

absorcéo de luz em comprimento de onda de 280 nm.
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3.1.8 Espectroscopia de Dicroismo Circular

Uma solucdo com moléculas orientadas aleatoriamente serd opticamente ativa se as
moléculas sdo assimétricas. Macromoléculas bioldgicas, tais como proteinas, carboidratos e
acidos nucléicos sdo compostos de muitas unidades opticamente ativas, ou seja, compostos
quirais com centros assimétricos®.

A atividade Optica de macromoléculas estd intimamente relacionada a sua
conformacéo. Deste modo, Dicroismo Circular (CD) é uma técnica poderosa para estudar as
estruturas de proteinas em solugdo, bem como, mudancas conformacionais que podem ocorrer
quando proteinas se ligam a ligantes, desnaturacao e reenaturacdo de proteinas e estimativa de
contetido de estruturas secundarias. Como as proteinas estao repletas de centros quirais (como
o carbono o e o carbono f da treonina e isoleucina) distribuidos ao longo das suas estruturas
secundarias (a-hélices, folhas-p, voltas-B), 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 ligagOes dissulfeto e ligagdes

peptidicas, respectivamente.. A Figura 15 mostra os diferentes espectros de CD descritos.
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Figura 15 — Espectro de CD no UV distante de varios tipos de estrutura secundéria: (==) a-hélice; (--) folha-
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Fonte: Extraido e Modificado de. CANTOR

Os espectros de Dicroismo Circular das proteinas SPS2 de T. brucei, L. major foram
obtidos utilizando um espectropolarimetro JASCO J-810 (JASCO International Co. Ltd,.
Tokyo, Japan) equipado com um sistema de controle de temperatura do tipo PELTIER PTC
423S/15 do laboratério de Espectrometria e Calorimetria (LEC) do LNBio, Sincronton,
Campinas, Brasil. Os espectros foram coletados na regido do UV distante, no intervalo de
comprimento de onda de 190 a 260 nm, com resolucdo de 0,5 nm, utilizando uma cubeta de
quartzo de caminho éptico de 0,1 cm. A sensibilidade foi mantida em 100 miligraus e a
velocidade de 50 nm/min. As amostras foram medidas na concentragcdo de 0,2 mg/mL em
tampédo B (25 mM Tris-HCI, 50 mM NacCl, pH 8,0). Os espectros finais foram obtidos a partir
da média de oito acumulacgdes ja com as corre¢des das linhas de base utilizando o programa
Spectra Manager (JASCO, USA). A deconvolucdo do espectro de Dicroismo circular foi
realizada através do programa CDNN®. Este programa analisa o espectro de CD e compara

com banco de dados de espectros referéncias de proteinas com estruturas conhecidas. Assim,
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através do espectro de CD de uma proteina é possivel determinar as porcentagens de suas

estruturas secundarias.

3.1.9 Estimativa da Massa Molecular e do raio hidrodindmico por cromatografia de

exclusdo por tamanho

Para determinacdo da massa molecular e raio hidrodindmico (raio de Stokes) das
TbSPS2 e LmSPS2 em seu estado oligomérico em solucdo utilizou-se a coluna SuperdexTM
200 10/300 (GE, USA). O método de estimativa de massa e raio hidrodindmico foi
equilibrado com proteinas-padrdo com diferentes massas moleculares (Gel filtration
HMW/LMW calibration (GE. USA)) seguindo as orientacGes do fabricante e as mesmas
condicdes da cromatografia de exclusdo de tamanho realizada para a TbSPS2 e LmSPS2. A
partir do volume de eluicdo (Ve) de cada amostra padréo e conhecendo-se a massa molecular
e raio hidrodindmico destas moléculas, foi possivel obter uma curva de calibracdo através do
programa Origin 6.1 (“Data Analysis and Technical Graphics”) e assim determinar a massa

molecular e o raio hidrodindmico das proteinas em estudo.

3.1.10 Eletroforese em gel ndo desnaturante (Gel Nativo)

Os estados de oligomerizacdo das proteinas SPS2 de L. major, SPS2 de T. brucei
foram analisados através da eletroforese em gel de poliacrilamida em condi¢bes néo
desnaturantes. Do inglés, “Native PAGE” (Native Polyacrylamide Gel Electrophoresis) é uma
das técnicas utilizadas para o estudo da composicao e estrutura de proteinas nativas, uma vez
que conformacdo e a atividade bioldgica das mesmas permanecem intactas durante essa
técnica. Essa metodologia separa as proteinas com base em tamanhos, cargas resultantes e

conformac0Oes das mesmas. Para proteinas nativas globulares de tamanho entre 50 a 750 kDa,
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o0 gradiente de 8-25 % de poliacrilamida é adequado para resultar uma relacéo linear entre a
distancia de migracdo da proteina e o logaritmo de seu peso molecular.

Com aliquotas de 4 uL das amostras das proteinas SPS2 de T. brucei, SPS2 de L.
major na concentracdo de 5 mg/mL foi realizado um experimento de gel nativo atraves do
sistema PhastGel (Amersham Pharmacia Biotech, Suécia), com concentracdo de
poliacrilamida variando em um gradiente de 8 a 25%.

Apdbs passagem na coluna de exclusdo por tamanho as proteinas TbSPS2 e LmSPS2
foram submetidas a eletroforese nativa. A proteina foi aplicada juntamente com um padrao de
proteinas de massas moleculares conhecidas (Kit de calibracdo de eletroforese GE-alto peso
molecular contendo tiroglobulina (669 kDa), ferritina (440 kDa), catalase (232 kDa), aldolase
(140 kDa) e BSA (66 kDa)). Os geis foram corados com 0,1% da solucdo PhastGel Blue 350
(GE, USA) e descorados em solucdo contendo 30% de metanol e 10% de acido acético. A
partir da medida de distancia relativa de migracdo no gel das proteinas padrdes e o logaritmo
das massas moleculares das mesmas foi construido um gréafico no qual se obteve a equacao da
reta pela regressdo linear dos dados experimentais. Essa equacdo foi utilizada para

determinacdo da massa molecular das amostras em estudo.

3.1.11 Espalhamento Dinamico de Luz

O Espalhamento Dindmico de Luz (DLS) é uma técnica capaz de analisar
biomoléculas de interesse em solucdo. Esta técnica mede a intensidade de luz espalhadas por
macromoléculas em solucdo, que, correlacionada no tempo, fornece uma medida do
coeficiente de difuséo translacional das espécies oligomeéricas da macromolécula em estudo.
Na préatica, as macromoléculas encontram-se hidratadas e o raio hidrodindmico calculado a
partir do seu coeficiente de difusdo oferece uma estimativa do tamanho aparente da particula
com sua camada de solvatacdo. Desta forma, essa técnica é considerada uma ferramenta
importante na caracterizacdo de proteinas, pois pode fornecer informacbes sobre a

homogeneidade estrutural da amostra, em relacdo a presenca ou auséncia de agregados e


http://en.wikipedia.org/wiki/Sweden
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também uma estimativa do peso molecular das moléculas espalhadoras de luz e o seu estado
oligomérico®.

Para a realizacdo do experimento, utilizou-se o equipamento Protein Solutions
DynaPro™. Aliquotas de 30 ul da SPS2 de T. brucei e da SPS2 de L. major a 5 mg/mL em
tampéo B foram centrifugadas por 10 min a 10.000 g e, entdo, aplicadas em cubeta de quartzo
para realizacdo de varias medidas de raio hidrodindmico (Ru). O programa DYNAMICS™
seleciona as medidas mais representativas e as mostra na forma de um histograma. A partir do
valor médio de raio hidrodindmico calculado pelo programa € possivel estimar o peso
molecular da proteina e seu grau de homogeneidade.

Para o célculo da massa molecular a partir do coeficiente de sedimentacdo (s)
(ultracentrifugacdo analitica — secdo 3.1.13) foi necessaria a obtencdo do coeficiente de
difusdo (D) medido pelo experimento de DLS. Assim, foram realizadas mais medidas em
diferentes concentracGes das proteinas (0,6 mg/mL; 0,8 mg/mL; 1 mg/mL; 1,2 mg/mL; 1,5
mg/mL). Foram feitas 100 aquisi¢cOes para cada medida.

3.1.12 Espalhamento de Raios X a baixo angulo

O espalhamento de raios X a baixos angulos (SAXS) é uma ferramenta fundamental
no estudo estrutural de macromoléculas biolégicas em solucdo. Esta técnica é uma das
principais e das mais utilizadas na determinacdo do estado oligomérico de proteinas em
solucéo.

Em particular, a técnica indica mudancas estruturais em resposta a variagdes nas
condigdes externas, interacfes proteina-proteina, proteina-ligante e cinética estrutural de
associacao/ dissociacdo e enovelamento/desenovelamento®.

Em um experimento de SAXS, as ondas eletromagnéticas com comprimento de onda
de Raios-X sdo incididas sobre amostras diluidas de proteinas e provocam oscilacdes dos
elétrons dos atomos que as compdem. Se a energia dos fotons incidentes € bem diferente da

energia de ligacdo dos elétrons nos 4&tomos, estes elétrons podem ser tratados como se fossem
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livres. Particulas carregadas livres e oscilantes produzem ondas eletromagnéticas em todas as
diregdes, coerentes com a onda incidente e de mesmo comprimento de onda.

A intensidade I1(g) produzida por um sistema monodisperso (isto €, existe somente um
tipo de populacdo em solucdo) diluido de macromoléculas em solucdo € proporcional ao
quadrado da amplitude de espalhamento da macromolécula em todas as dire¢des. No
espalhamento de particulas em solugdo, considera-se a amostra como isotropica, ou seja,
particulas estdo em movimento browniano e podem assumir todas as orientacdes possiveis em
relacdo ao feixe incidente. Assim, temos acesso experimental somente a média espacial para
as possiveis orientagdes da macromolécula®™.

Os parametros moleculares obtidos por SAXS mais usados para caracterizacdo da
macromolécula estudada sdo raio de giro, peso molecular, volume da macromolécula,

didmetro maximo e forma.

O raio de giro (R,)de uma particula & um dos mais importantes e mais precisos
parametros obtidos por SAXS e pode ser determinado por muitos caminhos diferentes. O
método mais comum usa a aproximacdo de Guinier. Assumindo o caso ideal de particulas
esféricas ndo interagentes em solugdo, Guinier mostrou que para ¢ — 0, a curva de

intensidade pode ser descrita como uma funcao exponencial®:

2
a°.R,
3

1(q) =1(0).exp _ (Equacdo 1)

onde g € o vetor espalhamento dado por q = (4m.senb/L), 20 é o angulo de espalhamento, A € o

comprimento de onda do raios X e 1(0) € a amplitude de espalhamento.

R, corresponde a distancia média quadratica dos elétrons da particula até o seu centro
de gravidade, analogamente o R, pode ser visto como o raio de inércia na Mecanica Classica.
Para um sistema monodisperso, o grafico de Guinier, In1(g).g> demonstra uma linha reta que
intercepta 1(0) em g = 0, cuja inclinagdo € proporcional ao R, . Contudo deve-se ter em mente

que a aproximacdo de Guinier é valida somente para angulos proximos de 0, respeitando a

< 13 4;
equagio q <=

9
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E possivel também determinar o R, a partir da funcdo de distribuicdo de distancias

(p(r) pela transformada de Fourier da curva de espalhamento. Este método tem a vantagem
da curva de espalhamento inteira ser usada para a determinacdo do raio de giro e ndo somente
a porcéo interna como é o caso com o método de Guinier. Assim, o programa GNOM®

calcula o R;a partir da p(r), este pode ser comparado com o R obtido pelo método de

Guinier.

A funcéo de distribuicdo de distancias, ou funcao de distribuicdo de pares, p(r), para
particulas homogéneas representa o histograma de distancias entre todos pares de pontos
(elementos de volume) da p(r). Esta funcdo contém toda informacdo estrutural que é possivel
ser obtida a partir de uma curva de SAXS. Com esta fungéo (definida no espaco real) ou com
a curva de espalhamento (espaco reciproco), pode-se construir ab initio um envelope
molecular da proteina.

Os dados de SAXS foram coletados na linha de SAXS do laboratdrio Nacional de Luz
Sincroton (LNLS) localizado em Campinas (SP — Brasil)®. O comprimento de onda do feixe
de raios-X incidente utilizado foi A = 1,488A e a distancia amostra detector foi de 1534,457
mm. Para aquisi¢do dos dados utilizou-se um detector bidimensional tipo CCD. Assim, ap0s
as medidas serem adquiridas foi necessdria a integracdo do padrdo bidimensional de
espalhamento para se chegar a uma curva unidimensional de espalhamento. Essa integracao
foi realizada pelo programa Fit2D.

As amostras de SPS2 de T. brucei e SPS2 de L. major foram submetidas a
espalhamento de raios X a baixo angulo nas concentracGes de 2, 4 e 6 mg/mL. A analise de
Guinier foi realizada pelo programa AutoRg®*. O raio de giro (Rg) foi avaliado pelos métodos
de Guinier e GNOM®®8_ O calculo do peso molecular foi realizado pelo programa Heranza*
a partir do arquivo de saida do GNOM. Reconstrucdes da forma foram feitas pelo programa
DAMMIN® utilizando os pardmetros default.

Os modelos de atomos dummy (usados para definir geometrias e otimizacOes de
estrutura) resultantes de dez execucdes individuais do DAMMIN foram alinhados, realizada a
média e ranqueados de acordo com a diferenca estrutural normalizada (NSD) usando o pacote
de programas do DAMAVER®*. Modelos com NSDy superior a <NSD> + 2. A(NSD) foram
rejeitados. Comparacdes e analises foram executadas com o programa SUPCOMB®*.
Visualizacdo grafica foi realizada pelo PYMOL®.
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3.1.13 Modelagem Molecular da TbhSPS2 e LmSPS2 para tentativa de validacdo do
envelope de SAXS

A modelagem molecular das estruturas quaternarias das selenofosfato sintetases foi
realizada em colaboracdo com o aluno de doutorado Ivan Rosa e Silva. Para validagdo dos
envelopes de SAXS, foram executadas construgdes do modelo através da modelagem por
homologia usando o programa Modeller 9.10% e como template o PDB 3FD5 (SPS1
humana). Os modelos gerados de estrutura terciaria foram visualizados e analisados
utilizando os programas PYMOL® e UCSF Chimera®. A modelagem do homodimero foi
feita a partir do alinhamento 3D de dois monomeros com as cadeias A e B da estrutura de
cédigo PDB 3FD5, por meio do programa UCSF Chimera®”, seguida de minimizacéo de
energia pelo servidor ROSETTA DOCK®’. Os modelos dos homodimeros foram encaixados
no envelope de SAXS utilizando o programa SupComp®®. Para comparagdo com a curva
experimental de SAXS, foi gerada a curva de espalhamento para o modelo através do

programa Crysol*,

3.1.14 Ultracentrifugacao Analitica (AUC)

Ultracentrifugacdo analitica (AUC) € uma ferramenta Gtil para o estudo de proteinas.
Monitoramento da sedimentacdo de macromoléculas submetidas a campo centrifuga permite a
caracterizacdo hidrodindmica e termodindmica em solugdo. Existem dois tipos bésicos de
experimento com ultracentrifuga analitica: velocidade de sedimentacdo (SV, em inglés) e
sedimentac&o em equilibrio (SE, em inglés)®.

Velocidade de sedimentacdo (SV) (Figura 16) pode ser usada na identificacdo do
estado oligomérico e estequiometria de interacdes heterogéneas. Este € o método de escolha
para determinagfes de massa molecular e o estudo de auto-associagdo e interacGes
heterogéneas, tais como proteina-proteina, proteina-acido nucléico e proteina-ligacdo de

molécula pequena™.
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A aplicacdo de uma forca causa a deplecdo de macromoléculas no menisco e a
formacdo de um limite de concentracdo que se move seguindo ao fundo da célula da
centrifuga como uma funcao do tempo. A definicdo do coeficiente de sedimentacdo de uma
macromolécula, s, e os parametros moleculares que determinam o valor de s sdo dados pela
equacéo de Svedberg:

u  M(1-vp) MD(1-vp) (1)
wir  Nif RT

=

onde u é a velocidade radial observada da macromolécula, ® ¢ a velocidade angular do rotor,
r é a posicdo radial, w?r é o campo centrifuga, M é a massa molar, 7 ¢ o volume parcial
especifico, p é a densidade do solvente, N, € o nimero de Avogadro, f é o coeficiente
friccional, D é o coeficiente de Difusdo, R é a constante universal dos gases e T é a
temperaturatura™.

O coeficiente de difusdo das selenofosfato sintetase foi obtido por DLS (segéo 3.1.11).
D é relacionado ao coeficiente friccional pela equacgdo de Einstein, que foi utilizada para obter

o termo da direita da equacdo de Svedberg:

RT
N, f

D=

(2)

O valor de s é reportado em unidades de Svedberg (S), o qual corresponde a 10%s. f

para uma proteina esférica compacta de raio de Stokes conhecido (Ro) pode ser obtido
aplicando a equacéo de Stokes:

fo =6mR, (3)

onde f,é o coeficiente friccional da particula esférica, 7 € a viscosidade da solugao, e Roé 0

raio da esfera. Podemos combinar a equacdo de Svedberg e Stokes, no qual Ry das esfera é

€Xpresso como:
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3M —\1/3
R, =| ¥ | (a)
4N,

Para obter:

s _ M(1-vp) )

esfera —
3Mv
N,.6
A m("’”NAJ

Substituindo os valores para todas as constantes (7 para agua a 20 °C) resulta equacéao

6, 0 valor de s para uma esfera em termos de M, v e p somente (onde M € unidade de daltons,

s em unidades Svedberg, v em milimetros por gramas, e p em gramas por milimetros).

M 2/3(1_\_/ )
Se'sfera = O’Olsz (6)

Usando a equacéo 6, podemos predizer os coeficientes de velocidade de sedimentacédo
para proteinas esféricas compactas em agua a 20 °C. Este valor de Sestera € 0 Valor maximo que
pode ser obtido para uma proteina de uma dada massa, porque uma esfera compacta tem a
area superficial minima em contato com o solvente e consequentemente a proteina teria um

coeficiente friccional minimo, f,. Uma corre¢do do valor de s experimental para o estado

padrdo da dgua a 20 °C € necessaria para propostas comparativas de dados obtidos a partir de
diferentes laboratdrios sob diferentes condi¢BGes experimentais. A correcdo padrdo é dada por:

1-v
Sy = ST,B[ e )( _P)zo,w @)
Naow ) A=VP)1 g

A mesma correcao e feita para o coeficiente de difuséao:

™ (8)

293,2} (77 )
(UZO,W) nw

D20,w = Dobs( T
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T e B designam os valores nesta temperatura e sob condi¢des de tampao do experimento, € 0

indice 20,w indica condi¢cdes padrdes. A razdo do valor maximo de s para o valor de s

S esfera

observado, é igual a razdo do coeficiente friccional experimental para o coeficiente

SZO,W

friccional minimo (f— , 0 qual mede a forma assimétrica maxima a partir de uma esfera.
0

Assim, o peso molecular (MW) de uma particula pode ser calculado pelo coeficiente

de sedimentacdo e de difusdo pela equacao seguinte:

SpowRT

w—

O software SEDNTERP® foi usado para estimar as propriedades hidrodindmicas das

selenofosfato sintetases a partir da sequéncia primaria: volume parcial especifico (Vv),

coeficiente de sedimentagdo maxima (S.,,,) € 0 coeficiente de difusdo méxima ( D,,,) para

uma proteina globular de mesma massa molecular (MW). Estas predi¢gdes foram realizadas
aplicando as equacdes de Stokes e Svedberg como descrita acima. O SEDNTERP também

estimou a viscosidade (77) e a densidade (o) do tampéo a 20 °C. Para todas as amostras o

tampdo utilizado foi: 25 mM de Tris-HCI (pH 8), 50 mM de NaCl, 1 mM B-Mercaptoetanol
com p =1,00101 g/mL e 7 =0,01014 poise.

Para a execugdo do experimento, utilizamos uma ultracentrifuga analitica (Beckman
Optima XL — A analytical ultracentrifuge, Beckman Coulter, Palo Alto, USA) do laboratério
de Espectrometria e Calorimetria (LEC) do LNBio, Laboratério Nacional de Luz Sincroton
(LNLS), Campinas, Brasil. As condi¢des experimentais e 0os parametros (SEDNTERP) para

cada selenofosfato sintetase estdo mostrados na Tabela 3 e Tabela 4.
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Tabela 3 - Condi¢des experimentais e parametros obtidos pelo SEDNTERP para a SPS2 de T. brucei

Vhbar (v ): 0,7390 mL/g

Concentragdes: 0,150 mg/mL; 0,300 mg/mL; 0,450 mg/mL; 0,600 mg/mL; 0,800 mg/mL;
1,00 mg/mL

Velocidade: 30.000 RPM

Temperatura: 20 °C
Comprimento de onda: 232 nm e 241 nm

NuUmero de aquisicoes: 120

Rack MM (Da) Sesfera (107° S) Destera (X 10 cm?/s)
Mon6mero 43265,9 4,32 9,19
Dimero 86531,8 6,85 7,30
Trimero 129797,7 8,98 6,38
Tetramero 173063,6 10,88 5,79

Dados para condicOes de 4gua e 20°C calculados pelo programa SEDNTERP (usando Vbar Method).
Fonte: Elaborado pela Autora

Tabela 4 - Condigdes experimentais e pardmetros obtidos pelo SEDNTERP para a SPS2 de L. major

Vhbar (v ): 0,7369 mL/g

Concentragdes: 0,150 mg/mL; 0,300 mg/mL; 0,450 mg/mL; 0,600 mg/mL; 0,800 mg/mL;
1,00 mg/mL

Velocidade: 30.000 RPM

Temperatura: 20 °C
Comprimento de onda: 235 nm e 239 nm

NuUmero de aquisicoes: 120

Rack MM (Da) Sestera (107°S) Destera (X 10cm?/s)
Mondmero 42968,48 4,30 9,22
Dimero 85936,95 6,82 7,32
Trimero 128905,40 8,94 6,39
Tetramero 171873,90 10,83 5,81

Dados para condig@es de agua e 20°C calculados pelo programa SEDNTERP (usando Vbar Method).
Fonte: Elaborado pela Autora

O software SedFit*®* foi aplicado afim de ajustar os dados da absorbancia versus raio
da célula. Este software resolve a equacdo de Lamm (que descreve a sedimentacdo e difusédo
de um soluto sobre ultracentrifugacdo) a fim de discriminar difus@o a partir dos limites de

sedimentacdo espalhados'®*1%,



91

%WJ— Eotiadis @Wa @W

O experimento de sedimentacdo em equilibrio (SE) (Figura 16) é um método classico
baseado em principios termodindmicos e é sensivel a massa, mas, nao a forma da particula. O
experimento ¢é realizado a velocidades baixas suficientes para que as for¢as de sedimentacéo e
difusdo opostas alcancem o equilibrio. No estado estacionario, é possivel obter a informacao:
da massa molecular (M) independentemente da forma da particula, da constante de associacao
(Ka) e na estequiometria (n) de um sistema associativo. Foi realizado o experimento de SE
para as TbSPS2 e LmSPS2 com intuito de observar o equilibrio entre diferentes espécies
encontradas nestas proteinas. Os experimentos de sedimentacdo em equilibrio para as ThSPS2
e LmSPS2 foram realizados a 20 °C, em velocidades de 8.000 rpm, 10.000 rpm e 12.000 rpm
com o rotor AN — 60Ti. A TbSPS2 e LmSPS2 estavam em tampédo 25 mM Tris (pH 8), 50
mM NaCl e 1 mM de B-mercaptoetanol e foram testadas nas seguintes concentracdes: 0,5
mg/mL; 0,75mg/mL e 1 mg/mL. A andlise dos dados foi feita utilizando o programa
SEDPHAT (Self — Association). Os experimentos de AUC foram realizados em colaboragéo
com o Prof. Dr. Julio Cesar Borges (IQSC).

A B

Velocidade de Sedimentaciio Sedimentacdo em Equilibrio

Amostras

Referéncias

Sedimentacio .
R

Difusio

Abs (AU)
Abs (AU)

Raio

‘
ARy
|

> 1

Meniscos Meniscos

Figura 16 - Experimentos de Ultracentrifugacdo analitica. (A) SV. (B) SE. Amostras e referéncias séo
carregadas nos setores no centro da cela ou nas partes centrais. O setor da referéncia é
preenchido ligeiramente mais do que o setor da amostra para gerar sinais claros de absorbancia a

partir do menisco (fundo).
Fonte: Extraido e Modificado de BORGES'™
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3.2 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.2.1 Preparo das amostras da SPS2 de T. brucei e L. major

Cepas de E. coli BL21(DE3) transformadas com as constru¢cbes recombinante
TbhSPS2-pET28a e LmSPS2-pET28a, como descrito na sec¢do 3.1.3, foram inoculadas em 1 L
de meio de cultura LB a temperatura de 37°C e, ap6s atingir a DOgoonm de 0,6, foram
induzidas com 1 mM de IPTG por 12 horas a temperatura de 20 °C. As amostras contendo as
proteinas TbSPS2 e LmSPS2 foram submetidas a purificagdo por cromatografia de afinidade
utilizando a coluna de niquel. As proteinas TbSPS2 e LmSPS2 foram eluidas da coluna
utilizando um tampao A com um gradiente de Imidazol. As aliquotas eluidas da coluna podem
ser visualizadas em gel SDS-PAGE 15% (Figura 17).

1 2 3 4 5 6 7 8 1 2 3 4 5 g 7 8
A
- A =
) — 66kDa w— SN S—
66 kDa wen—w S
ASkDn g ro— —— - — -
5ia A — — P e e ! -
36 kDa - — ’ 29kDa :
29 KDa
20kDa
o~
20 kDa 12kDa
12 kDa -

Figura 17- Andlise em gel SDS-PAGE 15% do resultado da purificagdo da proteina SPS2 através da
cromatografia de afinidade: (A) SPS2 de T. brucei (B) SPS2 de L. major. 1- padrdo de massa
molecular com suas respectivas massas moleculares indicadas. 2 - Fragdo solGvel (entrada na
coluna). 3- Eluato. 4, 5, 6, 7 e 8- representam as fragdes eluidas da coluna com tampdo A
contendo 1uM Pepstatina, 1uM Leupeptina, ImM PMSF e um gradiente de concentracdo de
imidazol de 10mM, 20mM, 50mM, 200mM e 500mM, respectivamente.

Fonte: Elaborado pela Autora

O protocolo inicial de purificacdo até a cromatografia de afinidade da ThSPS2 e

LmSPS2 foi estabelecido por Sculaccio e colaboradores’, porém a anélise estrutural ndo era
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possivel pela presenca de diferentes formas oligoméricas em solucéo. Assim, com a finalidade
de obter um maior grau de homogeneidade estrutural da proteina em estudo foi realizada a
clivagem da cauda de 6xHis com a protease trombina seguida de mais um passo de
purificacdo utilizando a cromatografia de exclusdo de tamanho.

A clivagem da cauda de Histidina com a protease Trombina pode ser visualizado na

Figura 18.
A B
1 2 3 1 2 3
66 kDa' S
66 kDa o ;
45 kDa
45 kDa _— — S s
36 kDa
29 kDa
29 kDa
20 kDa 20 kDa |
12 kDa "
12 kDa

Figura 18 - Clivagem da cauda 6XHis da proteina SPS2 com Trombina analisada em SDS-PAGE 15%. (A)
SPS2 de T. brucei. (B) SPS2 de L. major. 1 - padrdo de massa molecular. 2 - Amostra controle
ndo submetida a clivagem. 3 — Amostra submetida a reacéo de clivagem.

Fonte: Elaborado pela Autora

A partir da observacdo da Figura 18 A e B é possivel notar que as bandas
correspondentes a amostras submetidas a reacdo com Trombina tém um maior deslocamento
no gel do que o controle, o que indica clivagem, ja que a perda da cauda de histidinas leva a
diminuicdo da massa molecular, resultando em maior distancia de migracdo da proteina no
gel.

A proxima etapa foi a purificagdo das ThSPS2 e LmSPS2 por cromatografia de
exclusdo molecular usando a coluna Superdex™ 200 10/300 (GE). O pico de eluicdo das

proteinas esta mostrados no cromatograma da Figura 19 e Figura 20.
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Figura 19 - Purificacdo da proteina SPS2 de Trypanosoma brucei por cromatografia de excluséo de tamanho.
(A) Perfil cromatogréfico indicando o volume de eluicdo da proteina (14,50 mL) (seta preta) e a
pequena saliéncia (seta vermelha) que possivelmente corresponde a outra forma oligomérica. (B)
Gel de SDS — PAGE 15%: 1- Marcador de massa molecular, 2- Eluigdo da SPS2 de T. brucei .
Fonte: Elaborado pela Autora
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Figura 20 - Purificagdo da proteina SPS2 de Leishmania major por cromatografia de exclusdo de tamanho.
(A) Perfil cromatografico indicando o volume de eluicdo da proteina (14,00 mL) (seta preta) e a
pequena saliéncia (seta vermelha) que possivelmente corresponde a outra forma oligomérica. (B)
Gel de SDS-PAGE 15%: 1- Marcador de massa molecular, 2- Eluicdo da SPS2 de L. major.
Fonte: Elaborado pela Autora
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A presenca de mais um pico no perfil cromatografico das Figura 19 e Figura 20 (seta

vermelha) corresponde a forma oligomérica de tetramero.

3.2.2 Caracterizacdo Biofisica

3.2.2.1 Espectroscopia de Dicroismo Circular

Os espectros de dicroismo circular para a SPS2 de T. brucei, SPS2 de L. major estdo

mostrados na Figura 21.

B imgrac)

Figura 21 - Espectro de Dicroismo circular das selenofosfato sintetases. (A) SPS2 de Trypanosoma brucei.
(B) SPS2 de Leishmania major. As proteinas estavam a 0,2 mg/mL em 25 mM Tris-HCI, 50 mM
NaCl, pH 8,0 a 25 °C.
Fonte: Elaborado pela Autora

As porcentagens de estrutura secundarias obtidas por deconvolucao do espectro de CD

pelo programa CDNN (base de dados com 13 proteinas) estdo mostradas na Tabela 5.
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Tabela 5 - Deconvolugédo dos espectros de CD das selenofosfato sintetase de T. brucei e L. major, mostrando a
porcentagem de estrutura secundaria.

Hélices-a (%) Fitas-p (%) Voltas (%0) Regido Desordenada (%o)
TbSPS2 314 19,6 17,5 31,9
LmSPS2 32,8 18,2 17,0 31,9

Fonte: Elaborado pela Autora

Atraveés dos espectros da Figura 21 e do resultado de deconvolugédo da Tabela 5 é
possivel observar que as duas selenofosfato sintetases sdo caracterizadas pelo enovelamento
a/B, a qual as estruturas correspondentes a a-hélice sdo caracterizadas pela presenca da banda
negativa em 208 nm e 222 nm e as fitas § pelas bandas positivas em 190 - 200 nm. Na
comparacédo das duas proteinas pode se notar que sao muito semelhantes estruturalmente com
porcentagens muito préximas de estruturas secundarias, porém, o alcance do espectro no caso
da SPS2 de L. major foi bem menor que da SPS2 de T. brucei, possivelmente por ultrapassar
o limite de sinal do detector. Assim, no caso da SPS2 de L. major ndo houve deconvolucao da
banda por volta de 195 nm correspondente as estruturas de fitas - B, o que possivelmente

resulta em menor porcentagem dessa estrutura na deconvolucao.

3.2.2.2 Estimativa da Massa Molecular e do raio hidrodinamico por cromatografia por
exclusao por tamanho

Além do intuito de aumentar a homogeneidade da proteina e a pureza da amostra, o
experimento de cromatografia de exclusdo de tamanho foi realizado com o objetivo de
verificar os estados oligoméricos das proteinas e a estimativa de massa molecular destes
estados.

O método de estimativa de massa e raio hidrodinamico foi calibrado a partir dos
padrées de massa molecular mostrados na Tabela 6 (Sigma Aldrich (USA)). Utilizando o
volume de eluicdo (Ve) de cada proteina padrdo (Tabela 6), os valores de Kav foram
determinados e plotados em um grafico contra o logaritmo das massas moleculares ou raio
hidrodinamico de cada uma dessas proteinas. Assim, a partir do Ve das TbSPS2 e LmSPS2 e

da equacdo da reta obtido do ajuste linear, foi determinada a massa molecular e o raio
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hidrodindmico para cada proteina. As curvas de calibracdo da massa molecular (MM) x Kav e
raio hidrodindmico x Kav estdo mostradas na Figura 22. E os resultados para cada uma das

proteinas em estudo estdo apresentados na Tabela 7.

Tabela 6 — Padrdes de diferentes massas moleculares e raios hidrodindmicos utilizados para a calibragdo da
Superdex™ 200 10/300 com seus respectivos volumes de eluicio (Ve) e o calculo do Kav.

Padroes MM (KDa) Rh (nm) Ve (mL) Kav*

Citocromo ¢ equino 12,14 1,70 18,44 0,66

Anidrase carbonica 29,00 2,36 16,82 0,56

BSA 66,00 3,39 14,48 0,42

Alcool Desidrogenase (levedura) 150 4,60 13,19 0,34

p-amilase (batata doce) 200 5,04 12,47 0,29
Dextran 2000 - 7,74 -

*Kav=(Ve-V0)/(Vt-Vo), onde Ve é o volume de elui¢do, Vo é o volume morto (volume de eluicdo do dextran
azul) e o Vi, é o volume total da coluna (24 mL).
Fonte: Elaborado pela Autora
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Figura 22 - Curvas de calibragio da superdex™ 200 10/300. (A) Massa molecular. (B) Raio hidrodinamico.

Fonte: Elaborado pela Autora
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Tabela 7— Resultados de massa molecular e raio hidrodinadmico dos picos correspondentes as diferentes estados
oligoméricos da SPS2 de T. brucei e L. major.

MM (KDa) MMiggrica (KD@) Erro relativo (%) Raio hidrodindmico (nm)
ThSPS2
Pico 1 187,6 173,06 (tetrdmero) 8,40 4,89
Pico 2 75,8 86,53 (dimero) 12,40 3,66
LmSPS2
Pico 1 187,6 171,88 (tetrdmero) 9,15 4,89
Pico 2 95,1 85,94 (dimero) 10,66 3,95

Fonte: Elaborado pela Autora

3.2.2.3 Eletroforese de Gel Ndo Desnaturante

Para os experimentos de caracterizacdo estrutural das selenofosfato sintetases de
Trypanosoma brucei e Leishmania major sdo necessarias amostras de proteinas puras e
monodispersas (sem nenhum estado de agregacao). Assim, para verificar o estado oligomérico
das proteinas realizamos o experimento de eletroforese de gel nativo. Foi aplicado no gel 4
pL das amostras de cada proteina a 5 mg/mL. O resultado do experimento de gel nativo pode
ser visualizado na Figura 23 A.

Utilizando a distancia de migracdo de cada proteina padrdo no gel e o Log da massa
molecular construiu-se gréafico no qual a partir da equacdo da reta (Figura 23 B) foi obtido o

valor da massa molecular para as duas enzimas.
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Figura 23 - Eletroforese em gel nativo. (A) Coluna 1- Padrdo de massa molecular. Colunas 2 e 3-
Selenofosfato sintetase de Trypanosoma brucei e Leishmania major, respectivamente. (B)
Gréfico da DM (distancia de migracéo) em fungdo do log da massa molecular.
Fonte: Elaborado pela Autora

Pela analise do gel nativo podemos notar que as proteinas estdo majoritariamente em
um estado oligomérico. O calculo do peso molecular pela migracdo da amostra no gel apontou
os valores de 112421 kDa e 108+5 kDa para SPS2 de T. brucei e SPS2 L. major,
respectivamente. A banda acima da majoritaria corresponde a outra forma oligomérica da
proteina, possivelmente a tetramérica revela pesos moleculares de 219+28 kDa para TbSPS2e
189435 kDa para LmSPS2, respectivamente. Visto que o experimento de gel nativo nédo
considera somente a massa molecular, mas também a carga e a forma da macromolécula, 0s
resultados do calculo da massa molecular ndo sdo tdo precisos. Assim, as analises deste
experimento sdo mais qualitativas que quantitativas.

Pela analise da Figura 23 ¢é notavel as diferengas na migracao das duas enzimas no gel
nativo, possivelmente por elas possuirem carga (diferentes pls, pl=6,34 para TbSPS2 e
pl=6,05 para LmSPS2) como ja reportado por Sculaccio e colaboradores” e formas distinta. E
provavel que a SPS2 de T. brucei por ter uma massa molecular um pouco maior, um ponto
isoelétrico maior ou uma forma estrutural diferente, tem uma distancia menor de migracéo no

gel em relacdo a SPS2 de L. major. Porém, a massa molecular e o ponto isoelétrico das duas
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SPS2 s&o muito semelhantes. J& o fator forma pode ser melhor analisado nos experimentos de
SAXS e AUC.

3.2.2.4 Espalhamento Dinamico de luz (DLS)

A técnica de espalhamento dindmico de luz (DLS) foi utilizada para analisar como
as amostras de proteinas se apresentam, verificando a homogeneidade bem como as possiveis
formas oligoméricas em solucéo. Na
Figura 24, sdo mostrados os histogramas que representam medidas do raio hidrodindmico
(Ru) das proteinas SPS2 de T. brucei e SPS2 de L. major na concentragdo de 5 mg/mL no
tampédo contendo 25 mM de Tris (pH 8,0), 50 mM de NaCl e 1 mM de B-mercaptoetanol. O
resultado indica um raio hidrodindmico igual a 3,7 nm para SPS2 de T. brucei, enquanto que
para SPS2 de L. major encontrou-se um raio hidrodinamico igual a 3,9 nm. Estes resultados
mostram que ambas proteinas se apresentam monodispersas, isto é, com somente uma
populacdo correspondente a forma dimérica em solucdo. A forma dimérica das SPS2

visualizadas aqui corrobora com os resultados da cromatografia de exclusdo molecular e gel

nativo.
60 30
SPS2T. brucei T
50 SPS2 L. major
60
Rh (nm)=3,7
9 =
%Pd =134 0
w “ Rh (nm) =39
= 5 Ly %Pd=131
i #
0
0
0
10
10
E,ﬂl 0,10 1,00 10,00 100,00 1,0E+3 1,OE+4 E,m 0,10 1,00 10,00 100,00 1OE+3 1,0E+4
Rinm) Rinm)

Figura 24 - Histograma representando medidas do raio hidrodinamico (Ry) das proteinas SPS2 de T. brucei. e
SPS2 de L. major. (A) Histograma referente a SPS2 de T. brucei com Ry = 3,7 nm. (B)
Histograma referente a SPS2 de L. major com Ry, = 3,9 nm.
Fonte: Elaborado pela Autora
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Para analisar a dependéncia da concentracdo com a oligomerizacao, foram realizadas

medidas de coeficiente de difusdo (D) das SPS2 em diferentes concentragdes de proteina. Foi

calculado D,,, para o modelo 1 (a partir dos coeficientes de difusdo obtidos

experimentalmente) e para o modelo 2 (pelos valores de D obtidos pelo programa Sedfit'™* de

QJME) A Tabela 8 aponta

ultracentrifugacéo analitica) (equacéo 8: D,,, = Dobs[ )
7720,W nw

os valores obtidos para o coeficiente de difusdo translacional experimental (Do) corrigido
para o estado padrdo da &gua e a Figura 25 apresenta Dy, em funcdo da concentragdo da

proteina.

Tabela 8 - Coeficiente de difusdo (D) para cada selenofosfato sintetase em cinco diferentes concentragdes de

proteina
[1 (mg/ml) SPS2 T. brucei SPS2 T. brucei SPS2 L. major SPS2 L. major
D (107 cm%s) Do (107 cm?/s) D (107 cm?%s) Do (107 cm?/s)

0,6 4,81 4,87 5,19 5,26
0,8 4,80 4,86 5,27 5,33
1,0 4,97 5,03 5,53 5,60
1,2 5,08 5,14 5,18 5,24
1,5 5,09 5,15 5,20 5,26

Fonte: Elaborado pela Autora
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Figura 25 - Gréficos de Dzo,w versus concentragdo da proteina para as duas selenofosfato sintetases. (A)
SPS2 de T. brucei e (B) SPS2 de L. major. Dzo,w (calculada por DLS versus concentragdo da

o - 0
proteina ajustado com uma regressao linear para calcular o D™ 20,w).
Fonte: Elaborado pela Autora

Os gréaficos da Figura 25 mostram a partir do coeficiente linear de cada equacdo da
reta que o coeficiente de difusdo translacional da ThSPS2 e da LmSPS2 ¢ igual a Dogo,w =
(4,63+0,09) x 107 cm?/s e D% = (5,39+0,26) x 107 cm?/s, respectivamente . Estes valores
quando comparados com o coeficiente de difusdo de uma esfera (Destera/D%0.w) resultam em

uma razéo friccional igual a 1,58 e menor coeficiente de difusdo para a ThSPS2, apontando
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esta proteina como uma particula levemente alongada e com mais resisténcia para se difundir.
J& no caso da LmSPS2 (1,36) tem se uma proteina mais globular, isto é, com maior

coeficiente de difusdo com maior facilidade de se mover no solvente.

3.2.2.5 Espalhamento de Raios X a baixo angulo (SAXS)

Com o objetivo de investigar melhor o estado oligomérico da TbhSPS2 e LmSPS2,
analisar o envelope molecular de cada enzima e suas diferencgas foi realizado o experimento
de SAXS. As anélises foram feitas com a jungdo dos dados a baixa concentragdo 2 mg/mL
(inicio da curva) e a alta concentracdo 6 mg/mL (final da curva) para TbSPS2 e na
concentracdo de 6 mg/mL para LmSPS2.

As Figura 26, Figura 27 e

Figura 28 ilustram a curva de espalhamento, o grafico de Guinier e o gréafico da
funcéo de distribuicdo de distancias da proteina SPS2 de T. brucei e L. major. O envelope

molecular gerado pelo calculo ab initio pode ser visualizado na Figura 29.
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Figura 26 - Curva de espalhamento (In 1(q) x q) para a proteina: (A) SPS2 de Trypanosoma brucei. (B) SPS2
de Leishmania major.
Fonte: Elaborado pela Autora
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Figura 27 - Gréfico de Guinier (In I x g?), mostrando a regido de Guinier (q—0) utilizada no ajuste para o
calculo do Rg e 1(0) das proteinas: (A) SPS2 de T. brucei. (B) SPS2 de L. major.
Fonte: Elaborado pela Autora
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Figura 28 - Gréfico da funcdo de Distribui¢do de Distancias para: (A) SPS2 de T. brucei. (B) SPS2 de L.
major. A p(r) foi calculada utilizando o programa GNOM a partir dos dados experimentais.
Fonte: Elaborado pela Autora

As medidas de SAXS da SPS2 de T. brucei e SPS2 de L. major demonstraram que as
proteinas na forma nativa encontram-se diméricas. O Rg calculado pelo método de Guinier

(Figura 27) esta de acordo com obtido pela p(r) (GNOM) e é linear na regido de q*Rg<1,3 (as
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amostras encontram — se sem estado de agregacdo). Além disso, a funcdo de distribuicdo de
distancias sugere que a TbSPS2 é um pouco mais alongada e a LmSPS2 é globular de acordo
com os resultados obtidos por cromatografia de exclusdo molecular, DLS e gel nativo (Figura
29).
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Figura 29 - Médias dos envelopes moleculares das proteinas derivado do célculo ab initio. (A) SPS2 de T.
brucei. (B) SPS2 de L. major.
Fonte: Elaborado pela Autora

A Figura 30 mostra o encaixe da estrutura modelada por homologia no envelope de
SAXS e 0 ajuste da curva experimental com a curva tedrica do modelo.
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Figura 30- Médias dos envelopes moleculares das proteinas derivado do célculo ab initio. (A) SPS2 de T.

brucei. (B) SPS2 de L. major.
Fonte: Elaborado pela Autora

O ajuste da curva experimental com o modelo do homodimero modelado por
homologia aponta alto valor do parametro discrepancia (x?) para as duas proteinas (Figura 30)

0 que pode sugerir que a curva experimental tenha mistura de dimeros e tetrdmeros em
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solucdo ou possivelmente pela proteina ter um N-terminal altamente flexivel. Observando o
encaixe do modelo no envelope de SAXS pode se concluir que os espacos no envelope de

SAXS correspondem as extremidades, onde a proteina € mais flexivel e possivelmente por
esse fato ndo foram preenchidos no modelo. A analise da flexibilidade das proteinas foi feita

pela construcdo do gréfico de KratKy-Plot a partir dos dados de SAXS (Figura 31).
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Figura 31 - Médias dos envelopes moleculares das proteinas derivado do célculo ab initio. (A) SPS2 de T.
brucei. (B) SPS2 de L. major.
Fonte: Elaborado pela Autora

O perfil do grafico de KratKy aponta as selenofosfato sintetases como proteinas nao
flexiveis. Assim, as regides flexiveis das proteinas podem ndo influenciar nos dados de
SAXS. Os pardmetros estruturais obtidos do experimento de SAXS estdo mostrado na Tabela

9.
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Tabela 9 - Resumo dos dados obtidos pelo experimento de SAXS para a SPS2 de T. brucei e SPS2 de L. major

Amostra SPS2 T. brucei SPS2 L. major
Parametros Exp.? DAM" Exp.? DAM"
Dmax (nm) 10,0 9,89 91 9,08
Rg (nm) (Gnom) (3,20+0,015) 3,19 (3,03+0,018) 3,02
Rg (nm) (Guinier) (3,19+0,021) - (2,86+0,032) -
Discrepancia Daminn g - 1,60 - 1,80
Discrepancia Crysol y° 5,60 - 8,40 -
Resolugdo (nm) 1,99 - 1,99 -
Massa Molecular a 92,4+6,8 - 94,1+10,2 -
partir do programa
Heranza (kDa)

®Exp, calculado a partir dos dados experimentais.
"DAM, parametros do modelo de atomos Dummy (DAM).

Fonte: Elaborado pela Autora

A ndo validacdo dos envelopes de SAXS quando comparados com os modelos
validados por modelagem por homologia levaram a hip6tese que existem diferentes estados
oligoméricos em solucdo que foram melhor avaliados através do experimento de

ultracentrifugacdo analitica.
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3.2.2.6 Ultracentrifugacao analitica (AUC)

Foram utilizados dois modelos para o célculo da distribuicdo do coeficiente de

sedimentacdo: Modelo 1: Distribuicdo c(s) padrdo simulando valores para razdo friccional T

0

0 qual fita melhor com os dados experimentais; modelo 2: Distribuicdo c(s) com

conhecimento a priori, utilizando o valor de D estimado pelo DLS e simulando valores de D
para ajustar com os dados de velocidade de sedimentacdo experimental.

Os coeficientes de sedimentacdo aparente (s) foram encontrados como 0 maximo do

ajuste da Gaussiana das curvas c(s) (Figura 32). O valor de s aparente contém interferéncias

causadas pela temperatura, viscosidade e densidade do tampdo, entdo nos calculamos o

coeficiente de sedimentacdo padrdo a 0 mg/mL de concentracdo de proteina (SSO,W), o qual é

um parametro intrinseco da particula. Mudangas no s,,, induzidas por pH, forca ionica,
ligantes, temperatura sdo devido & mudangas conformacionais'®. Nos calculamos o Saow

(equacdo 7, secdo 3.1.13) para 0 modelo 1 e para 0 modelo 2 para cada concentracdo de
proteina a partir de s, e, por regresséo linear, foi estimado 0 s°20w (Figura 33).

A massa molecular (MW) de uma particula foi calculado pelo coeficiente de
sedimentacdo e de difuséo pela equacéo 9.

Sesfera

fo. , : . f
@) T foi também estimado pela razdo ——. Os valores para s%0w, € R e MW
0 S20,W 0

podem ser visualizados nas Tabela 10 e Tabela 11.
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Figura 32- Gréficos de distribuicdo do coeficiente de sedimentacdo c(s) em seis diferentes concentragcdes para
a SPS2 de T. brucei, SPS2 de L. major. Nessas analises preliminares, foi utilizado o modelo 1
(sem conhecimento a priori) e 0 modelo 2 (com conhecimento a priori utilizando o valor inicial

de D obtido pelo DLS).

Fonte: Elaborado pela Autora
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Figura 33 - Graficos de S,,,, versus concentragdo da proteina para as duas selenofosfato sintetases. S,
(calculada pelo AUC velocidade de sedimentagdo) versus concentracdo da proteina ajustado com

T 0
uma regressdo linear para calcular o S 20w .

Fonte: Elaborado pela Autora
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Tabela 10 - Resultados do experimento de SV para a SPS2 de T. brucei para os dois modelos utilizados no
tratamento dos dados

Modelo 1 Modelo 2
SPS2 T. brucei Espécie 1 Erro Espécie 1 Erro
(%c® = 94,67 + 2,89)* relativo %  (%c® = 94,67 +2,89)* relativo %
s°20w (S) 4,9310,04 - 4,96 + 0.06 -
D200 (10-7 CmZ/S) 4,62i 0,10 - 5,5 + 0,2 -
,W
_ 0 1,39 - 1,38 -
f/ 1:0 _( Sesfera(dl’mero) /SZO,W
)
M w (kDa) (Sedfit) 88,1+6:8 1,81 84,29 + 2,86 2,66
M, (kDa) (eq. 9) 99,96 15,51 84,47 2,38
Modelo 1 Modelo 2
SPS2 T. brucei Espécie 2 Erro Espécie 2 Erro
(%c® = 3,32+ 0,26)* relativo%  (%c°=3,32+ 0,26)* relativo %
s%0w (S) 8,95+ 0.44 - 9,11+ 0,46 ;
f/f,=( 1,21 - 1,19 -
0
Sesfera(tetrétmero) / S20,w)
M w (KDa) (Sedfit) 208,4 + 11,9 18,81% 166,13+ 10.72 11.57

M, (kDa) (eq. 9)

**

*%*

*Porcentagem da espécie extrapolada para concentragdo 0 mg/mL;

**N3&o foi calculado o D para o tetrdmero, assim ndo foi possivel calcular o M w Paraaespécie 2;

Fonte: Elaborado pela Autora



115

%W.}— Bt @Wa @W

Tabela 11 - Resultados do experimento de SV para a SPS2 de L. major para os dois modelos utilizados no
tratamento dos dados

Modelo 1 Modelo 2
SPS2 L. major Espécie 1 Erro Espécie 1 Erro
(%c® =99,04 + relativo  (%c°=99,64 + 1,73)*  relativo
1,87)* % %
3 (S) 5,15 + 0,07 - 5,16 £+ 0,07 -
Dgo (10—7 CmZ/S) 5,39i 0,30 = 5,68 i 0,09 -
,W
_ 0 1,32 - 1,32 -
f/ fo - (Sesfera(dl'mero) /SZO,W)
MW (kDa) (Sedfit) 86,88+ 2,57 1,10 84,29+ 2,20 1,95
M, (kDa) (eq. 9) 88,78 3,27 84,41 1,77
Modelo 1 Modelo 2
SPS2 L. major Espécie 2 Erro Espécie 2 Erro
(%c®=3,78 + 1,45)* relativo  (%c’=1,2 + 2,6)* relativo
% %
50w (S) 8,62 + 0,54 - 8,83 + 0.57 -
- 0 1,26 - 1,23 -
f/ fo _( Sesfera(tetrélmero) /SZO,W)
M 207,35+ 17,23 20,64 158,29+ 10,89 7,69

M w (kDa) (Sedfit)
** _ ** -
M, (kDa) (eq. 9)
*Porcentagem da espécie extrapolada para concentragcdo 0 mg/mL; **N&o foi calculado o D para o tetramero, assim nao foi
possivel calcular o M w Paraaespécie 2;

Fonte: Elaborado pela Autora

A Figura 32 mostra a distribuicdo do coeficiente de sedimentacdo c(s) das duas
selenofosfato sintetases em diferentes concentracdes de proteina, onde o maximo das curvas
Gaussianas resulta no S. Através dessas Figuras e analisando os erros relativos das massas
moleculares calculadas, podemos dizer que o segundo modelo é melhor para nosso sistema.
Lembrando que este modelo ndo utiliza o coeficiente de difusdo calculado
experimentalmente. Assim, nossas analises serdo baseadas no segundo modelo. Os resultados
sugerem que as duas selenofosfato sintetases se comportam como um sistema de duas

espécies, porém a segunda espécie tem baixa porcentagem (Tabela 10 e Tabela 11).

O valor de s,,, extrapolado para 0 mg/mL (Figura 33 — Tabela 10 e Tabela 11) para

a espécie 1 (predominante) nas duas selenofosfato sintetases foi maior que S do

esfera
mondmero e menor que 0 S.,., dimero (Tabela 3 e Tabela 4). A partir disso e dos valores

obtidos de MW podemos indicar que a espécie majoritaria nas duas proteinas é dimérica.
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Analisando da mesma forma, mas para 0 S das formas oligoméricas maiores (trimero e

esfera
tetrdmero — Tabela 3 e Tabela 4), apontamos a segunda espécie como tetramérica.

Os valores para s°zow € DSOYW estimado para as proteinas sugerem que a SPS2 de T.
brucei apresenta forma assimétrica ( f / f,= 1,4) e a SPS2 L. major é mais globular ( f / f,=

1,3). Estes resultados obtidos em concentragdes protéicas fisiolégicas corroboram com o0s
dados em alta concentragdo (SAXS) para a SPS2 T. brucei e SPS2 L. major.

Como foram observadas duas espécies dimero e tetramero para as selenofosfato
sintetases, resolveu-se analisar se essas espécies se encontram em equilibrio em solucéo e
quais sdo suas constantes de dissocia¢do. Para isso foi realizado o experimento de equilibrio
por sedimentacdo. As curvas SE estdo mostradas na Figura 34.
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Figura 34 - Resultados do experimento de sedimentagdo por equilibrio (SE) das selenofosfato sintetases (A)

TbSPS2 e (B) LmSPS2. As curvas mostradas correspondem a absorbancia da amostra x raio da
célula e os residuais do ajuste do modelo utilizado do programa SEDPHAT.
Fonte: Elaborado pela Autora
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A distribuicdo aleatéria dos graficos residuais (Figura 34) mostra que 0 modelo ajusta
bem aos dados experimentais para as duas proteinas. O ajuste ao modelo de equilibrio
termodinamico entre as diferentes espécies observadas no SE resultou em constantes de
associacdo dimero-tetramero (6,20 + 0,01) mM™; (5,61 + 0,01) mM™' para a SPS2 de T.
brucei, SPS2 de L. major, respectivamente. E interessante notar que os valores das constantes
de associacdo das duas proteinas estdo muito proximos e apontam um equilibrio fraco entre as
diferentes especies (Dimero/Tetramero), o que condiz com o fato de observarmos a

predominancia de dimeros em solugédo nos dois casos.
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Este capitulo reporta as diversas técnicas utilizadas para
cristalizacdo das selenofosfatos sintetase de T. brucei e L. major.
Também, sdo abordados aqui a resolugdo da estrutura

cristalogréafica e os estudos estruturais.
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4.1 METODOLOGIA

Os Experimentos de Cristalizacdo, técnicas para melhoria da difracéo, coleta de dados
de difracéo de raios X foram executados no laboratorio do Professor Doutor Tom Blundell, no
Departamento de Bioquimica, Universidade de Cambridge, Inglaterra durante os seis meses
de doutorado sanduiche (Margo de 2011 a Setembro de 2011).

4.1.1 Cristalizacéo

4.1.1.1 Triagem Inicial

SPS2 de T. brucei, SPS2 de L. major foram purificadas conforme descrito no capitulo
3. Para cristalizacdo, as proteinas foram concentradas a 10 mg/mL em um tampdo A
composto de 50 mM Tris/HCI (pH 8,0), 50 mM NaCl e 1ImM f - mercaptoetanol. As triagens
foram executadas com as proteinas na forma nativa e em complexo com 2 mM AMPCPP e 4
mM MgCl,. O rob6 CRYSTAL PHOENIX (Art Robbins Instruments, Inc) foi utilizado para
0s ensaios iniciais de cristalizagdo. A triagem foi realizada utilizando kits QIAGEN (PEGs,
PEGs 1, Classic lite, Classics, Classics Il, pH Clear and pH Clear 1), aplicando o método de
difusdo de vapor, gota sentada. O principio deste método é o processo de equilibrio entre duas
solucBes através da fase de vapor num meio fechado. A solu¢cdo menos concentrada podera
perder seu solvente volatil até que os potenciais quimicos das duas sejam iguais. Uma gota
contendo a macromolécula biologica a ser cristalizada em tampd com o agente de
cristalizacéo e aditivos é equilibrada contra um reservatério contendo a solucdo do agente de

cristalizacdo em uma concentracdo mais alta que a da gota. O equilibrio prossegue por meio


http://www.artrobbins.com/crystal-phoenix/#_blank
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da difusdo das espécies volateis (dgua e solventes organicos) até que a pressdao de vapor na
gota se iguale aquela do reservatorio. Se o equilibrio ocorre por meio de troca de &gua (da
gota para o reservatdrio), isto leva a uma diminuicdo do volume da gota, e consequentemente
a um aumento na concentracdo de todos os constituintes da gota de cristalizacdo podendo

formar precipitados proteicos cristalinos.

4.1.1.2. Método de Cristalizacdo Microbatch

Oleos sdo frequentemente usados para otimizar cristalizacdo pelo controle da taxa de
nucleacdo e crescimento dos cristais. A cristalizacdo Microbatch é essencialmente um método
no qual a molécula a ser cristalizada é misturada com agentes de cristalizacdo no inicio do

experimento’®

. A condicdo de supersaturacdo € alcancada imediatamente na mistura, portanto
a composicdo e o volume do ensaio permanecem constantes e os cristais irdo se formar
somente se as condicdes precisas forem escolhidas corretamente.
A 4gua evapora em taxas diferentes atraves de diferentes 6leos. Parafina permite somente que
uma quantidade insignificante de &gua evapore, enquanto 6leo silicone permite que a dgua
evapore livremente. E possivel também controlar a evaporagio pela mistura de 6leo de
parafina e silicone em taxas diferentes.

O experimento de microbatch ilustrado na Figura 35 foi realizado para a SPS2 de T.
brucei em placas Greiner (Hampton Research) (Figura 35 B). As placas foram preparadas
com 2 puL de TbSPS2 a 10 mg/mL em tampdo A misturada com 2 pL de solugdo de
cristalizacdo na qual foram obtidos os cristais iniciais de TbSPS2 (0,1M Tri — citrato de s6dio
(pH 5,6), 17% Peg 3350). Foi adicionado 20 pL de 6leo de parafina em cada pogo e incubado

a 18 °C.
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Oleo Parafina Solucao de proteina + Precipitante

Y

Figura 35 — Método de Cristalizacdo microbatch. (A) Pocos nos quais sdo adicionadas a solugdo de
cristalizacdo juntamente com a proteina e o dleo de interesse. (B) Placa Greiner de microbatch
(Hampton Research).
Fonte: Extraido e Modificado de BERGFORS™

4.1.1.3. Método de Cristalizacdo de microSeeding Automatizado

D’Arcy e colaboradores'®'%

recentemente implementaram uma nova abordagem de
seeding automatizado. A idéia de microseeding automatizado é baseada no screening de
cristalizacdo da matrix esparsa tradicional. Este método é funcional a partir da mistura da
solucdo de reservatorio, a solucdo da proteina e a solucdo de sementes (nGcleos) em uma
proporcdo de 2:3:1. Foi observado que tal triagem apresenta um aumento positivo nas
condic@es de cristalizacdo. Este novo método permite microseeding abrange novas condicdes
— condicBes nas quais cristais ndo se formariam na auséncia de ndcleos de cristais. Além
disso, a qualidade dos cristais obtidos é geralmente melhor.

Foram realizadas triagens de microseeding para a SPS2 de T. brucei usando o robd
Oryx6 (Douglas Instruments Ltda) e kits comerciais da QIAGEN (Peg Suite, Peg Il Suite,
Classic, Classic Il, pH Clear). A proteina estava a 5 mg/mL e 10 mg/mL na forma apo e em
complexo com AMPPCP e MgCl,. As sementes usadas foram obtidas através de microcristais

crescidos previamente de condicgdes de cristalizacdo utilizando o método de gota suspensa e
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preparadas para microseeding por esmagamento dos cristais usando “Seed Bead” (Hampton

Research).

4.1.1.4 Primeira Coleta de Dados e Analise Preliminar de Difracédo de Raios X da SPS2
de Trypanosoma brucei

Os cristais iniciais da SPS2 de T. brucei crescidos pelo método de difusdo de vapor
gota suspensa e pelo método de microbatch foram coletados no feixe de linha 102 na fonte de
Luz de Diamond, Reino Unido em condigdes criogénicas (condicdo de cristalizagdo com 25%
(v/v) de 2-Metil-2,4-pentanodiol (MPD)).

4.1.2 Métodos de melhoria de cristais e da qualidade de Difragéo

Com intuito de obter cristais melhores de SPS2 de T. brucei e apropriados para
determinacdo da estrutura cristalografica, nos tentamos aplicar diferentes métodos pos-
cristalizacdo e pré-cristalizacdo. No caso da proteina SPS2 de L. major, a qual ndo teve
indicios de cristais foi aplicado somente métodos pré-cristalizagdo com o objetivo de

aumentar a probabilidade da proteina cristalizar.
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4.1.2.1 Métodos Pos-cristalizacéo

4.1.2.1.1 Cristal Annealing

Cristal annealing pode ajudar a superar o aumento da mosaicidade associado com

criocristalografia'®’ %,

Existem trés tipos de annealing: “Macromolecular Crystal
Annealing” (MCA), “Flash annealing” (FA) e annealing no loop (AL). Nos aplicamos MCA
e AL para os cristais de SPS2 de T. brucei. No caso do procedimento de MCA, o cristal foi
removido do nitrogénio e colocado em uma gota grande de volume de 10 pL da solugéo crio a
partir da qual o cristal foi originalmente montado. O cristal foi deixado incubando na gota por
trés minutos e posteriormente congelado novamente. Para annealing no loop, foi aplicado um
intervalo varidvel de tempo para bloquear o fluxo de nitrogénio até que a gota no loop ficasse

clara.

4.1.2.1.2 Desidratacgdo de Cristais

Desidratacdo € um tratamento pds-cristalizacdo que tem mostrado efeitos benéficos na
difracdo de raios X de cristais macromoleculares. Os diferentes efeitos que podem ser
observados durante a desidratacdo sdo: mudangas no grupo espacial, reducdo da cela unitéria,
alteracdes na mosaicidade, melhoramento do perfil do spot e um aumento no limite de
resolucdo da difracdo. Existem muitos métodos para desidratacdo de cristais de proteina. A
desidratacéo fisica consiste na secagem do cristal ao ar com umidade relativa controlada e a
desidratacdo quimica na qual ocorre difusdo de vapor dos cristais usando sais e aumentando a
concentracéo de precipitante™®.

Proteinas geralmente permanecem ativas e normalmente se reorganizam a curto e
longo alcance dentro da rede cristalina''°. Esta reorganizacdo é muitas vezes prejudicial para a

qualidade de difracdo do cristal, mas em certos casos, pode levar a uma maior ordem interna,
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menor contetdo de solvente ou uma mudanca no grupo espacial que pode resultar em uma

melhora na difracéo e consequentemente uma maior qualidade no conjunto de dados.

4.1.2.1.2.1 Desidratagéo com umidade relativa controlada

O dispositivo mostrado na Figura 36 proporciona um fluxo de ar de umidade relativa

do ar controlada que é utilizado para alterar a quantidade de agua nos cristais

macromoleculares.

'Controle de umidade relativa DG - 4

RS232

Ar Saturado | Condensador

Elemento Peltier

Trocador de Calor Ar Seco

Ar
Controle de Temperatura
Umidificador .
Unidade de Controle,
Auto - . WAGO ‘

preenchimento ; ]
Bomba {

peristaltica

electronics

Controle do nivel de dgua

Internet

Ar controlado
(50 - 99% RH,
| temp amb.)

=

Controle do feixe
de linha

e

HC1b head

-RH

Figura 36 — Aparato experimental para realizacdo do experimento de desidratacdo dos cristais com umidade

relativa controlada.

Fonte: Extraido e Modificado de SANCHEZ-WEATHERBY!

As amostras sdo montadas em loops de malha (Mitegen®) e o0 progresso da

desidratacdo pode ser monitorado ambos O6pticamente e pela aquisicdo de imagens de
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difracdo. Uma vez que o nivel de hidratacéo ideal é obtido, o crio congelamento dos cristais é
realizado para posterior coleta. Os experimentos de desidratagdo com umidade relativa
controlada foram realizados no feixe de linha 102 em Diamond Light Source (DLS), Reino
Unido. Os cristais de SPS2 de T. brucei (altamente anisotrdpicos) ja montados nos loops
especificos foram colocados a temperatura ambiente e submetidos a um gradiente de umidade
relativa (UR) descendente (95% - 80%).

4.1.2.1.2.2 Desidratacao Quimica

Experimentos de desidratacdo quimica foram realizados para os cristais de SPS2 de T.

brucei seguindo os quatro diferentes métodos ilustrados na Figura 37.

Meétodo 1: Transferéncia em série para aumentar a concentracio de precipitante; desidratar
sob o reservatorio ou deixar a gota exposta ao ar (exemplo de incremento e tempo de imersio)

far ] 20 ul ~5-15 min cada
[ =
> ay» > >
xU precipitante x+5)% (x+10)% (x+25 - 30)% precipitante

Meétodo 2: Adicionar solucio de desidratacio na gota de desidratacio e deixar exposta ao ar.

-| b C:f__-:) > C% ~30 min - muitas horas

f= )
x% precipitante (x + 10 - 12)% precipitante + 5 - 10% glicerol

Meétodo 3: Transferir para solucio de desidratacio, equilibrar sob o reservatorio

e \A _'E 12-16h

x% precipitante (x+ 5 - 10)% precipitante

Meétodo 4: Transferir a laminula para reservatorios contendo aumento seriado de solucio de desidratacio

e C_:_?_-D-.- - -» P "E 8- 12 horas cada

x% precipitante (x+5)% (x+10)% (x + 25 - 30)% precipitante

Figura 37 — Métodos aplicados para o experimento de desidratagdo quimica.
Fonte: Extraido e Modificado de HERAS'™

Foram utilizados os cristais de SPS2 de T. brucei crescidos nas condi¢bes de
cristalizacdo consistindo de 0,1M Tri — citrato de sodio (pH 5,6), 17% Peg 3350. Assim, 0
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precipitante utilizado para o incremento foi o Peg 3350. Ap06s a desidratagdo, os cristais foram
congelados utilizando com o protetor criogénico (25% de MPD) e sem protetor criogénico. Os
cristais foram submetidos a experimentos de difracdo de raios X no feixe de linha 102 em
Diamond Light Source (DLS), Reino Unido.

4.1.2.1.2.3 Crosslinking

Alguns residuos de aminoacidos como a lisina contribuem para o aumento da entropia
de superficie de macromoléculas. Um aumento da entropia de superficie desfavorece contatos
cristalinos e altera a cinética do processo de cristalizacdo de macromoléculas. Através da
modificacdo de lisinas, como sua metilagdo, € possivel alterar significantemente as
propriedades de superficie de muitos sitios da macromolécula, o qual pode resultar em novos
contatos cristalinos ou mudanca na cinética de cristalizacdo. Assim, o glutaraldeido age como
um agente reticulante, isto é, ele reage com as aminas de lisinas, formando ligacGes cruzadas.
O experimento de crosslinking foi realizado para os cristais da SPS2 de T. brucei como

mostrado na Figura 38.

Transferir a liminula para um reservatirio contendo glutaraldeido

o 30-60 min o
= R — > = i — > =
pF=jaf— 2.5 ul
Microponte  —f5 11 2504 Glutaraldeido

Precipitante Precipitante pH3 Precipitante

Figura 38 — Etapas para realizagdo do experimento de crosslinking.
Fonte: Extraido e Modificado de HERAS'®
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4.1.2.2 Métodos Pré-Cristalizacéo

4.1.2.2.1 Novas Construgdes da proteina SPS2 de T. brucei

Uma predicdo de desordem estrutural da SPS2 de T. brucei foi realizada a partir da
sequéncia de aminoacidos da proteina e utilizando o servidor DISOPRED server'*?.

Com o objetivo de melhorar a difracdo, truncamentos foram introduzidos nessas
regides preditas como desordenadas. Duas novas construcdes foram desenhadas retirando os
25 e 70 primeiros residuos do N-terminal da SPS2 de T. brucei, baseado na predicdo de
desordem e na analise visual do modelo construido por modelagem por homologia. A
construcdo original possui cauda de 6 Histidinas no N-terminal (pET28a) (Novagen) e estas
construcdes foram desenhadas para a clonagem no vetor pET20b (Novagen) com a cauda de 6

Histidinas no C-terminal.

4.1.2.2.1.1 Amplificacdo e Clonagem das novas construcdes de SPS2 de T. brucei

As novas construc@es da SPS2 foram amplificadas pela reacdo em cadeia da DNA
polimerase (PCR) a partir do gene inteiro em pET28a e dos oligonucleotideos com sitio de
restricdo para as endonucleases Ndel e Xhol (Biolabs) (Tabela 12). A reacdo de amplificacéo
das construcgdes esta descrita na Tabela 13.
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Tabela 12 - Sequéncia dos oligonucleotideos empregados na montagem e amplificacdo das novas construcdes.
A25-ThSPS2 e A70-ThSPS2 — correspondem aos oligonucleotideos para a construcdo da SPS2 de T.
brucei sem os 25 e 70 residuos de aminoacidos iniciais, respectivamente

Oligodesoxirribonucleotideos Sequéncia (5-3)
A25-TbSPS2 sense AGCATATGGGTCTACCGGAAGAGTTTACCTTAACTGAC
A25-TbSPS2 reverse AGCTCGAGAATAATCTTATCATTTACCTTCGCTCCCACCTC
A70-TbSPS2 sense AGCATATGGATTGCAGCATTGTGAAACTGCAG
A70-TbSPS2 reverse AGCTCGAGAATAATCTTATCATTTACCTTCGCTCCCACCTC

Fonte: Elaborado pela Autora

Tabela 13- Mistura da reacdo em Cadeia da DNA Polimerase

Mistura da Reag&o Quantidade final da reacéo
Oligo da fita sense (Fermentas) [50 pmol] [1 pmol] 1 uL
Oligo da fita reverse (Fermentas) [50 pmol] [1 pmol] 1 uL
Template (SPS2 em pET28a) luL
Tampéo Taq Polimerase HiFi [10x] (Invitrogen) [1x] 5 uL
MgSO, [50 mM] [1 mM] 1 uL
dNTPs [10 mM] 1uL
Taq DNA Polimerase High Fidelity (Invitrogen) [1 U/uL] 0,2 uL [0,2 U]
H,O 39,8 uL
Total 50 uL

Fonte: Elaborado pela Autora

Os ciclos de amplificacao das construcdes foram:

95°C por 2 minutos

95°C por 30 segundos

50°C por 30 segundos 30x

72°C por 2 min

72°C por 10 min

As construcdes amplificadas e ja& adeniladas foram ligadas ao vetor de clonagem
pGEM-T (Promega). A ligacao do inserto ao vetor foi realizada obedecendo a proporc¢éo 3:1
(inserto: vetor), conforme descrito no manual do vetor pPGEM-T. A reacdo de ligagédo (Tabela

14), foi incubada a 4 °C por 16 horas.
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Tabela 14 - Reacdo de ligacdo do inserto ao vetor de clonagem pGEM-T

Mistura da Reacéo Quantidade final da reagéo
Inserto 15uL
PGEM — T (Promega) [50 ng/uL] [25 ng] 0,5 uL
Tampéo T4 DNA ligase [2x] (Promega) [1x] 5uL
T4 DNA ligase (Promega) [1U/uL] [1U] 1uL
H,O 2uL
Total 10 uL

Fonte: Elaborado pela Autora

O produto da ligagdo em pGEMT foi transformada em células competentes de E. coli
DH5a. Apos transformadas as cepas de E. coli, selecionamos col6nias das duas contrugdes
ligacdo 1 (A25-TbSPS2) em pGEMT e ligagdo 2 (A70-TbSPS2) em pGEMT, fizemos o
indculo em 5 mL de meio LB contendo [100 pg/mL] carbenicilina. Apés uma noite de
crescimento a 37 °C, a 250 rpm, 200 uL de cultura foram estocados a -80 °C. Do restante da
cultura fez-se a extragdo do DNA plasmidial utilizando o kit “Gene JETTM Plasmid Miniprep
Kit” (Fermentas) para analisar se as coldnias selecionadas adquiriram o plasmideo
recombinante. As analises das colbnias recombinantes foram realizadas pela analise de
restricdo do plasmideo extraido utilizando enzimas de restricdo Nde | e Xho | (Biolabs) que

flanqueiam o gene conforme descrito na Tabela 15.

Tabela 15 - Reacéo de digestdo para andlise das coldnias recombinantes

Mistura da Reacéo de Digestao Quantidade final da reacgéo
Ligacdox — pGEMT/ pET20b 40 uL
Ndel [20 U/uL] (Biolabs) luL
Xhol [20 U/uL] (Biolabs) luL
BSA [100x] (Biolabs) luL
Tampao 2 [10x] (Biolabs) SuL
H,O 2uL
Total 50 uL

Fonte: Elaborado pela Autora

Os insertos correspondentes a construcdo 1 (A25-ThSPS2) e 2 (A70-TbSPS2) foram
purificadas (Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega)) do gel e ligados ao vetor
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de expressdo pET20b ja linearizado com as enzimas de restricdo conforme a reacdo descrita
na Tabela 16.

Tabela 16 - Reacéo de ligacdo do inserto ao vetor de expressdo pET20b

Mistura da Reagéo Quantidade final da reagéo
Inserto [22 ng/uL] [22 ng] 1 uL
pPET20b (Novagen) [20 ng/uL] [40 ng] 2 uL
Tamp@o T4 DNA ligase [2x] (Promega) [1x] 5uL
T4 DNA ligase (Promega) [1 U/uL] [1U] 1uL
H,O 1uL
Total 10 uL

Fonte: Elaborado pela Autora

A reacdo de ligacdo foi incubada por 16 °C por 16 horas e posteriormente
transformada em células E. coli DH5a. Ap6s transformada, coldnias crescidas foram
inoculadas em 5 mL de meio LB contendo [100 pg/mL] carbenicilina. Para anélise dos
transformantes, o plasmideo foi extraido e digerido com as enzimas de restricdo Nde | e Xho |
(Biolabs®) (Tabela 15).

4.1.2.2.1.2 Expressao e Purificacdo das Novas Construgdes da SPS2 de Trypanosoma
brucei

Depois da confirmacdo dos clones a partir do sequenciamento, as construcdes foram
transformadas na linhagem de células competentes BL21(DE3). Para expressao, fez-se um
pré-indculo de 5mL contendo cepas BL21(DE3) transformadas com as construcdes e foram
cultivadas em meio de cultura liquido LB aproximadamente 14 horas sob agitacdo de 250 rpm
a 37 °C com seu respectivo antibiotico carbenicilina [100 pg/mL]. Apds as 14 horas de
crescimento das c€lulas no meio de cultura uma aliquota de 500 pL (1:100) de cada um dos
pré-indculos foi transferida para um erlenmeyer de LB + 100 pg/mL carbenicilina que ficou

sob agitacdo de 200 rpm a 37°C até atingir a D.0.600nm de aproximadamente 0,5, para
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adicdo de 1 mM de IPTG (isopropyl-p-thiogalactopyranoside). Ap6s a inducdo as células
foram mantidas a 20 °C por 12 h.

Decorridas 12 horas, as células foram centrifugadas a 4000 rpm por 1 hora, para a
separacdo do meio da massa celular, e posteriormente, o precipitado ressuspendido em
tampédo A (25 mM Tris—HCI pH 8, 300 mM NaCl, 1 mM B-mercaptoethanol, coquetel de
inibidores de Protease (Roche)). Apds a lise por pressdo usando EmulsiFlex-C5 (Avestin,
Europe) e centrifugacdo por 1 hora a 10.000 rpm (para remover o lixo celular), o sobrenadante
foi carregado na coluna de Ni (GE Bioscience). A proteina ligada na coluna foi eluida com
um gradiente de imidazol.

As fracBes eluidas a partir da cromatografia por afinidade foram concentradas e
aplicadas na coluna Superdex 200 16/60 (Amersham Pharmacia Biotech) previamente
equilibrada com o tampao A. O pico correspondente a elui¢do da proteina foi concentrado a

10 mg/mL usando filtro Millipore com corte de 30 kDa.

4.1.2.2.1.3 Ensaios de Cristalizacdo das Novas Construcdes de SPS2 de T. brucei

Ensaios de cristalizagdo das novas constru¢cbes foram realizados usando Kits
comerciais (QIAGEN). As gotas foram feitas a partir do método de difusdo de vapor, gota
apoiada, em placas de 96 pocos usando o robé de cristalizagio CRYSTAL PHOENIX (Art
Robbins Instruments, Inc). As construcdes AN25-ThSPS2 e AN70-ThSPS2 estavam a 10
mg/mL e a triagem foi realizada contra oito diferentes kits de cristalizacdo: PEG suite, PEG

suite Il, pH clear I, pH clear Il, Classic suite, Classic lite, Pro-Complex, JCSG.


http://www.artrobbins.com/crystal-phoenix/#_blank
http://www.artrobbins.com/crystal-phoenix/#_blank
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4.1.2.2.2 Protedlise in situ

Ja é bem estabelecido que dominios estaveis cristalizam mais rapidamente e
frequentemente resultam em cristais que difratam melhor'*****° A probabilidade de obter
sucesso em experimentos de cristalizacdo de proteinas sdo maiores quando proteinas séo
expressas em muitas variagdes. Estas variacfes incluem a expressdo dominios mais estaveis
da proteina, truncamento de poucos residuos no N-terminal ou C—terminal, isto é, construcdes
que diminuem a flexibilidade proteica, aumentam a estabilidade e consequentemente a chance
de cristalizacéo.

Para investigar quais sdo as regides mais estaveis das TbSPS2 e LmSPS2 foi aplicada a
estratégia de protedlise in situ. A protedlise in situ supera em eficécia a técnica de metilacao
de residuos de lisina na superficie quando o objetivo é o resgate da cristalizacdo. Estudos
mostraram que metilacdo de lisina recuperou 6% de um conjunto de proteinas que nao

produzia cristais™*®*’

, por outro lado, protedlise in situ teve 14,5% de taxa de sucesso em
resgatar proteinas que ndo tinham cristais ou possuiam cristais que difratavam pobremente, ou
produzia dados de difracdo ruins. A abordagem de proteélise realizada no laboratério do
Professor Doutor Tom Blundell (Universidade de Cambridge, Reino Unido) foi identificar
qual a regido clivada pela protease e realizar novas constru¢fes baseadas no truncamento
dessa regido. Isso foi feito para certificarmos de que esta sendo produzida uma solugdo
monodispersa protéica e ndo proteinas truncadas e ndo truncadas.

Apbs inlmeras tentativas ndo bem sucedidas de obter cristais da SPS2 de Leishmania
major e cristais melhores da SPS2 de Trypanossoma brucei, foi utilizada a técnica de
protedlise limitada. Novos ensaios de Proteodlise in situ para as proteinas SPS2 de T. brucei e
SPS2 de L. major foram realizados usando o kit JBS Floppy-Choppy (Jena Bioscience), o qual
possui uma grande variedade de proteases para ensaios de protedlise (a-Quimotripsina,
Tripsina, Subtilisina e Papaina). ConcentracOes diferentes de proteases foram testadas para
gerar um fragmento estavel e examinadas por gel de SDS-Page. As amostras nas quais
obtivemos o melhor resultado ja digeridas e aplicadas no gel SDS—Page foram transferidas
para uma membrana de PVDF. O N-terminal foi sequenciado para determinagdo da regido
exata de clivagem. Assim, apds o experimento de protedlise limitada e analise da regido

truncada por sequenciamento do N-terminal (degradacdo de Edman - instalacdo do
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departamento de Bioquimica da universidade de Cambridge, Reino Unido) foram realizadas
novas construcdes das selenofosfato sintetases.

4.1.2.2.2.1 Construcdes a partir da protedlise in situ

Os oligonucleotideos foram construidos baseados no sequenciamento do N — terminal
e na investigacdo das regides truncadas impondo como restricdo que a regido a ser excluida
ndo cortasse um elemento de estrutura secundaria como a-hélice ou fita- que foi predito. Os
sitios de restricdo utilizados foram Ndel e Xhol e os oligos foram construidos para clonagens
em pET28a (com cauda de His no N- terminal) (construcdo A) e em pET20b (com cauda de
His no C — terminal) (construgdo B). Assim, os oligos foram desenhados como mostrados na
Tabela 17.

Tabela 17 - Desenho dos oligos para as diferentes construcfes planejadas a partir da protedlise in situ

NuUmero de residuos/ vetor Oligo Sequéncia (5" - 3")
46 residuos/pETZSa/ pETZOb A46-TbSPS2 sense AGCATATGTGCCACAACCAGAACTTCTAGCACTTCTGC
46 residuos/ pET28a A46-TbSPSZ_R28 AGCTCGAGTTAAATAATCTTATCATTTACCTTCGCTCCCACCTC
46 residuos/ pETZOb A46-TbSPSZ_R20 AGCTCGAGAATAATCTTATCATTTACCTTCGCTCCCACCTC
69 residuos/peT28a/ pET20b 469-LmSPS2 sense AGCATATGTCGGCAACGCCTGGGCAGRAG
69 residuos/ pEnga A69_|_mSP32_R28 AGCTCGAGTCACACCTCCACAATTTCATACCCGTC
69 residuos/pETZOb A69_|_mSP32_R20 AGCTCGAGTCACACCTCCACAATTTCATACCCGTC

Fonte: Elaborado pela Autora
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4.1.2.2.2.1.1 Amplificacao e clonagem das construcdes

As novas construcdes da SPS2 foram amplificadas pela reacdo em cadeia da DNA
polimerase (PCR) a partir do gene inteiro de cada organismo em pET28a e dos primers com
sitio de restricdo para as endonucleases Ndel e Xhol (Biolabs). A reacdo de amplificacdo das

construcdes esta descrita na Tabela 18.

Tabela 18 - Mistura da reacdo em Cadeia da DNA Polimerase

Mistura da Reacdo Quantidade final da reacdo
Oligo da fita sense (Fermentas) [50 pmol] [1 pmol] 1uL
Oligo da fita reverse (Fermentas) [50 pmol] [1 pmol] 1uL
Template (SPS2 em pET28a) luL
Tampéo Tag Polimerase HiFi [10x] (Invitrogen) [1x] 5uL
MgSO, [50 mM] [1 mM]1uL
dNTPs [10 mM] luL
Taqg DNA Polimerase High Fidelity (Invitrogen) [1 U/uL] 0,2 uL [0,2U]
H,O 39,8 uL
Total 50 uL

Fonte: Elaborado pela Autora

Os ciclos de amplificacao das construgdes foram:
95°C por 2 minutos
95°C por 30 segundos
50°C por 30 segundos 30x
72°C por 2 min
72°C por 10 min
As construcdes amplificadas e j& adeniladas foram ligadas ao vetor de clonagem
pGEM-T (Promega). A ligacdo do inserto ao vetor foi realizada obedecendo a proporcéo 3:1
(inserto: vetor), conforme descrito no manual do vetor pPGEM-T. A reagédo de ligagéo foi
incubada a 4 °C por 16 horas (Tabela 19).
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Tabela 19 - Reacdo de ligacdo do inserto ao vetor de clonagem pGEM — T

Mistura da Reacéo Quantidade final da reagéo
Inserto 1,5uL
pPpGEM — T (Promega) [50 ng/uL] [25ng] 0,5 uL
Tampéo T4 DNA ligase [2x] (Promega) [1x] 5 uL
T4 DNA ligase (Promega) [1 U/uL] [LU]1uL
H,0 2uL
Total 10 uL

Fonte: Elaborado pela Autora

O produto da ligagdo em pGEMT foi transformada em células competentes de E. coli
DH5a. Apds transformadas, as cepas de E. coli, selecionamos colnias de cada construcdo e
fizemos o in6culo em 5 mL de meio LB contendo 100 ug/mL ampicilina. Ap6s uma noite de
crescimento a 37 °C, a 250 rpm, 200 pL de cultura foram estocados a -80°C. Do restante da
cultura fez—se a extracdo do DNA plasmideal utilizando o kit “Gene JETTM Plasmid
Miniprep Kit” (Fermentas) para analisar se as col6nias selecionadas adquiriram o plasmideo
recombinante. A verificacdo das col6nias recombinantes foram realizadas pela analise de
restricdo do plasmideo extraido utilizando enzimas Nde | e Xho | (Biolabs) que flanqueiam o
gene (Tabela 20).

Tabela 20 - Reagdo de digestdo para analise das col6nias recombinantes

Mistura da Reacdo de Digestdo Quantidade final da reacdo
Ligacdox — pGEMT/ pET20b 40 uL
Ndel [20 U/uL] (Biolabs) luL
Xhol [20 U/uL] (Biolabs) luL
BSA [100x] (Biolabs) luL
Tampéo 2 [10x] (Biolabs) 5uL
H,O 2uL
Total 50 uL

Fonte: Elaborado pela Autora
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Apb6s a clonagem no pGEM-T, prosseguimos apenas com as construcdes que
obtivemos sucesso na subclonagem ao vetor de expresséo (pET28a/ pET20b). Essa
construcao foi SPS2 de Leishmania major com 69 residuos truncados N-terminalmente (AN-
LmSPS2) resultando em massa molecular de 36,0 kDa.

O inserto ANN-LmMSPS2 digerido do pGEM-T pelas enzimas de restricio Nde |
(Biolabs) e Xho | (Biolabs) foi ligado ao vetor pET-28a(+) j& linearizado (Tabela 21).

Tabela 21 - Reagdo de ligagdo do inserto ao vetor de expressdo pET28a

Mistura da Reacéo Quantidade final da reagéo
Inserto [28,8 ng/uL] [40,32 ng] 1,40 uL
pPET28a (Novagen) [24 ng/uL] [72 ng] 3,0 puL
Tampéao T4 DNA ligase [10x] (Fermentas) [1x] 1,0 pL
T4 DNA ligase (Fermentas) [1U/uL] [1U] 1,0 puL
H,O 3,60 uL
Total 60,0 uL

Fonte: Elaborado pela Autora

A reacdo de ligacdo foi incubada por 16 °C por 16 horas e posteriormente
transformada em células E. coli DH5a. Apos transformada, colonias crescidas foram
inoculadas em 5 mL de meio LB contendo 30 pg/mL canamicina. Para analise dos
transformantes, o plasmideo foi extraido usando o kit “GeneJET Plasmid Miniprep”

(Fermentas) e digerido com as enzimas de restricdo Nde I e Xho | (Biolabs).

4.1.2.2.2.1.2 Expresséao e Purificagdo da AN69-LmSPS2

Depois da confirmacéo dos clones a partir do sequenciamento, as construgdes foram
transformadas na linhagem de células competentes BL21 (DE3). Para expressao fez-se um

pré-inoculo de 5mL contendo cepas BL21(DE3) transformadas com as construcdes e foram
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cultivadas em meio de cultura liquido LB aproximadamente 14 horas sob agitagdo de 250 rpm
a 37 °C com seu respectivo antibidtico canamicina 30 pg/mL. Apds as 14 horas de
crescimento das células no meio de cultura, uma aliquota de 500 pL (1:100) de cada um dos
pré-indculos foi transferida para um erlenmeyer de LB contendo30 pg/mL canamicina que
ficou sob agitacdo de 200 rpm a 37 °C até atingir a D.O.gp0nm de aproximadamente 0,5, para
adicdo de 1 mM de IPTG. Apds a inducdo, as células foram mantidas & 20 °C por 12 h e
aliquotas de 2, 4, 6 e 12 horas de inducao foram retiradas para analise em gel de SDS-PAGE.
Decorridas 12 horas, as células foram centrifugadas a 4000 rpm por 1 hora, para a separacdo
do meio da massa celular, e posteriormente, o precipitado ressuspendido em tampéao A (25
mM Tris—HCI pH 8, 300 mM NaCl, 1mM B-mercaptoethanol, coquetel de inibidores de
Protease (Roche)). As amostras foram sonicadas com 6 pulsos de 30 segundos cada com
intervalos de 60 segundos utilizando o aparelno “550 Sonic Dismembrator” (Fisher
Scientific). Apos a lise, as células foram centrifugadas por 1 hora a 9 000 rpm (para remover o
lixo celular), o sobrenadante foi inserido na coluna de afinidade (Niquel (GE Bioscience)). A
proteina ligada na coluna foi eluida com um gradiente de 0-500 mM de imidazol.

As fracdes eluidas a partir da cromatografia por afinidade foram concentradas e
aplicadas na coluna de Superdex 200 10/30 (Amersham Pharmacia Biotech) previamente
equilibrada com o tampdo A. O pico correspondente a eluicdo da proteina foi concentrado a
10 mg/mL usando filtro Millipore com corte de 30 kDa.

4.1.2.2.2.1.3 Ensaios de Cristalizacdo AN69-LmSPS2

Triagens de cristalizagdo da proteina truncada AN69-LmSPS2 foi realizado contra seis
diferentes kits comerciais: Peg Suite, Peg Suite 11, Classic I, Classic 1l, SaltRX e Classic Lite
(QIAGEN). As proteinas estavam a 10 mg/mL e 15 mg/mL no tampdo A. As gotas foram
feitas a partir do método de difusdo de vapor, gota apoiada, em placas de 96 pocos usando 0
robd de cristalizacdo Honeybee (Digilab). Cristais da AN-LmSPS2 foram observados nas
condicOes E9, F6 e H6 em PEG Il suite; E9 do Classics lite, B5 do Classics Il e G7 e G10 de
SaltRX. Otimizacdo de cada uma das condigdes foi realizada utilizando placas de 24 pocos e

0 método de difusdo de vapor técnica da gota suspensa com 1 ul de solucdo do poco
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misturado com 1ul de solucdo de proteina a 10 mg/mL. Para melhoria dos cristais foram
realizadas variagdes no pH do tampdo, concentracdo de agente precipitante e concentracdo

proteica.

4.1.2.2.2.1.4 Coleta de Dados de Difracao de Raios X e Resolucéo da estrutura da AN69-
LmSPS2

Os cristais da AN69-LmSPS2 foram resfriados e estocados em nitrogénio liquido
depois de rapida transferéncia para solucdo crioprotetora consistindo da solucdo de
cristalizacdo e 25% de etilenoglicol (v/v). Dados de difracdo de raios X foram coletados em
um comprimento de onda de 0,92 A usando fonte de radiacdo Sincroton na linha 104-1 do
Diamond Light Source (DLS), Harwell Science and Innovation Campus, Didcot, Oxfordshire,
UK. Os dados de difragdo de raios X foram processados utilizando o programa MOSFLM**® e
as intensidades escalonadas e reduzidas no programa SCALA,

As fases da AN69-LmSPS2 foram determinadas através do método de substituicéo
molecular usando o programa PHASER'®. O modelo de busca foi & estrutura da SPS1
humana (PDB entry 3FD5’®) a qual compartilha aproximadamente 40% de identidade
sequencial com a AN69-LmSPS2. Apds a substituicdo molecular, foi feito refinamento de
corpo rigido, anelamento simulado utilizando o programa PHENIX'?. Foram realizados
ciclos alternados de refinamento no espaco real (modificacfes manuais do modelo através da
analise dos mapas de densidade eletrénica usando a visualizagdo grafica do programa
COOT*) e no espaco reciproco para o refinamento de posicdes atdmicas, restricdes
geomeétricas e de contato, refinamento de fator de temperatura isotropico individual para todos
0s atomos e minimizacdo de fungdo de energia e TLS (“Translation/ Libration/Screw”) pelo
programa PHENIX'?!. O bom acordo do modelo gerado a cada ciclo de refinamento com os
dados experimentais foi checado pela observacdo da variagcdo e coeréncia dos valores de
Rwork e Rfree. O refinamento deu-se por encerrado quando ndo foi mais possivel a melhora
dos valores de R-factor, R-free e estes assumiram valores compativeis com a resolucdo da

estrutura.
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4.2 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.2.1 Cristalizacédo Inicial da SPS2 de Trypanosoma brucei, coleta de dados de difracéo
de Raios X

Cristais da SPS2 de T. brucei na forma apo foram obtidos e otimizados. Os melhores
cristais cresceram a 18 °C em uma solu¢do contendo: 0,1 M Tri—citrato de sédio (pH 5,6) e
17% Peg 3350 (Figura 39 A). Co-cristais da SPS2 de T. brucei em complexo com AMPCPP
foram também obtidos, em uma solucéo contendo 0,02 M Tri-citrato de sédio, 12% Peg 6000,
pelo método de difusdo de vapor, gota pendurada (Figura 39 B).

Figura 39 - Cristais de SPS2 de T. brucei: (A) Apo: 0,1M Tri — citrato de sddio (pH 5,6), 17% Peg 3350. (B)
em complexo com AMPCPP e MgCl, — 0,02M Tri-citrato de sédio, 12% Peg 6000.
Fonte: Elaborado pela Autora

Cristalizacdo da SPS2 de T. brucei foi realizada usando método de microbatch em

o0leo de parafina. SPS2 de T. brucei estava a 10 mg/mL nas condi¢des na qual foram obtidos

cresceram ap0Os uma semana (Figura 40 A e B).
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Figura 40 - Cristais da SPS2 de T. brucei na forma apo (A) e em complexo com AMPCPP (B) obtidos usando
a técnica de microbatch.
Fonte: Elaborado pela Autora

A Figura 41 mostra a melhor condi¢do na qual foram obtidos os cristais a partir do
método de seeding automatizado, entretanto este método ndo forneceu cristais melhores do

gue o método de microbatch.

Figura 41- Cristais da SPS2 de T. brucei obtidos por microseeding automatizado
Fonte: Elaborado pela Autora
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Os melhores cristais da SPS2 de T. brucei foram submetidos ao experimento de
difracdo de raios X e difrataram mal, eram anisotrépicos e o padrdo de difracdo apresentava
caracteristica de padrdo de difragdo de multiplos cristais (Figura 42). Foi possivel indexar
somente um conjunto de dados (proteina na forma apo) usando o iIMOSFLM™®. O
escalonamento dos dados foi realizado pelo Scala'®. Através da anélise de auséncias
sistematicas vimos que ndo tinha informacdo em I, somente em h e k, assim o grupo espacial
ndo foi definido corretamente. Os dois possiveis grupos espaciais foram P2;2:2; ou P2;2;2.
Assim, na busca das fases pelo método de substituicdo molecular ndo foi possivel encontrar
uma solucdo, o valor do LLG (“log-likelihood-gain™) do programa PHASER'® resultou em
valores negativos 0 que indica que a solugdo correta ndo foi encontrada na substituicdo
molecular. As estatisticas dos dados nos dois grupos espaciais estdo mostradas na Tabela 22.

Ai i
- 4

Figura 42 - Padrdo de Difragdo para SPS2 de T. brucei: (A) Apo. (B) em complexo com AMP-PCP: MgCl,
Fonte: Elaborado pela Autora
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Tabela 22- Estatistica da Coleta e Processamento dos Dados de Difracdo de Raios X para o cristal de SPS2 de
T. brucei em dois grupos espaciais

Processamento 1 2
Grupo Espacial P2,2,2y P2,2,2
Dimensoes de cela unitaria
a(A) 66,86 66,86
b (A) 100,15 100,02
c(R) 166,95 166,71
a, B, v (°) a=p=y=90 a=p=y=90
Resolugéo (A) 66,9 - 3,5 66,9 - 3,5
Reflexdes unicas 13205 13481
Completeza ? (%) 92,4 (96,3) 90,5 (96,8)
Redundancia ® 3,2(3,2) 3,4 (3,4)
Média de /a(I) © 19,5 (1,9) 15,3 (1,7)
Rinerge * (%0) 4,0 (58,1) 6,4 (65,4)

@ Completeza na camada a alta resolugéo esta listada dentro do parénteses.

Y Redundancia dos dados na camada a alta resolucéo esta mostrada dentro do parénteses.

¢ (I/c) na camada a alta resolugdo esta listada no parénteses.

d Rmerge=X|I-(I)|/Zl, onde | é a intensidade observada da reflexdo. Rmerge a alta resolucéo esta listada no parénteses.
Fonte: Elaborado pela Autora

Tal resultado levou a busca pela melhoria da difracdo e qualidade dos cristais obtidos

até entdo. Assim, foram abordados métodos pds-cristalizacdo e pré-cristalizacéo.

4.2.2 Métodos pos-cristalizacdo da SPS2 de T. brucei

Os meétodos pos-cristalizacdo utilizados para aumento da qualidade de difragdo como:
annealing, desidratacdo quimica, cross-linking falharam. Por outro lado, o método de
desidratacdo com umidade relativa controlada resultou em uma melhoria notavel na difrag&o.
Essa melhoria foi observada quando era aplicado em torno de 85% umidade relativa (UR)

com o cristal na posigéo de 90 ° (Figura 43).
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Figura 43 - (A) Posigdo relativa do eixo dos cristais em relagdo ao feixe de raios X. (B) Padrdo de difragéo
depois de aplicar a desidratagdo com umidade relativa controlada. Houve uma melhora na
qualidade dos dados quando aplicada 85% de umidade relativa. Essa melhora pode ser
visualizada nessas imagens quando comparamos 95% e 85 % de umidade relativa com o cristal
na posicdo de 90° onde a difragdo é mais critica devido a anisotropia do cristal.

Fonte: Elaborado pela Autora

Visto que os cristais difrataram melhor aplicando 85% de UR em temperatura
ambiente, foi iniciada a coleta de dados nestas condi¢Ges. Foram coletadas 40 imagens, apos
isso o cristal parou de difratar. N&o foi possivel indexar os dados com somente 40 imagens,
assim com o objetivo de obter uma coleta de dados completa apds desidratar os cristais (85%
de RH), os mesmos foram congelados a 100 K. Entretanto, ap0s a desidratacdo seguida de
congelamento, os cristais perderam o poder de difracao.

Como os métodos utilizados de pds-cristalizagdo da SPS2 de T. brucei ndo renderam

melhoria na difracdo, assim, foram aplicadas estratégias pré-cristalizacéo.
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4.2.3 Metodos pré-cristalizacdo da SPS2 de T. brucei

Foi realizada a andlise inicial de regides em desordem na proteina TbSPS2 a partir de
sua sequéncia de aminoacidos e utilizando o programa DISOPRED server*2. Os resultados
indicam uma regido desordenada correspondente aos 25 residuos iniciais do N-terminal e uma
outra regido de menor desordem correspondente a 6 residuos finais do C-terminal (Figura 44
A).

Além disso, na primeira substituicdo molecular, vimos que os 70 residuos iniciais ndo
tinham densidade eletronica, mesmo apoés ciclos de refinamento e, portanto, possivelmente
corresponderia a uma regido flexivel da proteina. Nés analisamos, a partir dos modelos
obtidos por modelagem por homologia que as regides a serem truncadas (25 e 70 residuos
iniciais) ndo interromperia uma estrutura secundaria (a-hélice, fitap) (Figura 44 B).
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A /Dlsopred Residue Prediction \

AA: Target sequence
Pred: Residue disorder prediction (.) = ordered residue {#) =Disordered residue

conf: 999999998889888988888888777666431000000000000000000000035556
pred: NENNNNNNNNNRNNORRNNNNNNE. . .. ... ... ... ..ol
AA: MSEKEGKVIPETNGMKRPRFDPVKLGLPEEFTLTDYTRLKGCSCKVPQPELLALLQSVST
10 20 30 40 50 60

conf: 666663101000000000000000000000000000000000000000000000000000

AA: TPGRRDVGMDCSIVKLQERDETGRKPLYMVSTTIDFFFPSVEDPYLQGQIGAANVLSDLYST
70 ego 80 100 110 120
conf:000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000

AAR: GIDRCDIVLMLLAASTDMDKTEREVCTIQEMMKGFVDEVRLAGSDVIGGQTVMNPWRPLIGG
130 140 150 160 170 180
conf:000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000

AR: IATSVVAESQMIRPTGLQPGDILVLTKPLGCQIAVNLRQWLRRPSPIFEEQIQGKMDSEE
190 200 210 220 230 240
conf:000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000

AA: IEELYNAAADGMKRLNRMAAALMHSHGAHGATDVIGFGILGHAKNLGSAQKADVCLVLDS
250 280 270 280 290 300
con£:000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000

AR: LPMYRGAVKASKLMGDKYRLFEGYAAETSGCLLVAFGTREZASGYIRELYETDGEPAWVY
310 320 330 340 350 360
conf: 000000000100100001001443349959886

AAR: GRVVRREGSAPYALLQKDYKIIEVGAKVNDKII
370 380 350

Figura 44 - (A) Predicéo de desordem de residuos a partir do servidor Disopred*'?. (B) Estruturas obtidas a
partir de modelagem por homologia mostrando em azul as regibes que serdo truncadas
correspondentes aos 25 e 70 residuos iniciais.

Fonte: Elaborado pela Autora
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Assim, nds realizamos duas novas construgdes para a proteina TbSPS2 truncada no N-
terminal em 25 residuos (AN25-TbSPS2) e 70 residuos (AN70-ThSPS2).

4.2.3.1 Novas construcdes da SPS2 de T. brucei

4.2.3.1.1 Amplificagdo e Clonagem das novas construgdes de T. brucei

Os genes correspondentes as construgdes AN25-TbSPS2 e AN70-TbSPS2 foram

amplificados como mostrados na Figura 45.

1000pb
750 pb

Figura 45 - Amplificacdo da construcdo ANN25-ThSPS2 e ANN70-ThSPS2 visualizado em gel de agarose
1%. MW - padrdo de massa molecular “Gene Ruler 1Kb DNA Ladder” (Fermentas); C —
Controle negativo; 1 e 2 — Construgdo ANN25-TbSPS2 e ANN70-TbSPS2 amplificada,

respectivamente.
Fonte: Elaborado pela Autora

Apos a purificagdo do inserto este foi clonado ao vetor de clonagem pGEM-T e
subclonado ao vetor de expressdao pET-20b(+) e posteriormente transformados em células de
E.coli competentes. A andlise das colonias recombinantes para verificar se receberam o

plasmideo recombinante pGEMT foi determinada pela analise de restricdo do plasmideo



149

Copstad 1 - Coistolbapite Moo b rnolBovio cls ooyt o Cotuls Etrestionais

extraido utilizando enzimas de restricdo Nde | e Xho | (Biolabs) que flanqueiam o gene. A
mesma analise foi realizada para verificar se as colnias recombinantes receberam o
plasmideo recombinante pET28a. Os resultados foram visualizados em gel de agarose 1%
(Figura 46).

A B

MW 1 2 MW 1 2
1000k
' N '

Figura 46 - Caracterizacdo do transformante: (A) pGEMT- AN25-TbSPS2 e pGEMT- AN70-ThSPS2. (B)
PET20b-AN25-ThSPS2 e pET20b-AN70-ThSPS2 visualizado em gel de agarose 1% e TAE [1xX]
corado com brometo de etideo. MW- padrdo de massa molecular “Gene Ruler 1 Kb DNA
Ladder” (Fermentas); colunas 1 e 2: pGEM-T/pET20b extraido e digerido com liberagdo do
inserto da construcdo AN25-ThSPS2 e AN70-ThSPS2, respectivamente.

Fonte: Elaborado pela Autora

4.2.3.1.2 Expressao e Purificacdo das novas construcdes da SPS2 de T. brucei

Células de E. coli da cepa BL21(DE3) transformadas com as construcfes
recombinantes pET20b-AN25-TbSPS2 e pET20b-AN70-TbhSPS2 foram inoculadas em 1 L de
meio de cultura LB e induzidas a expressar a proteina SPS2 de T. brucei a 37 °C até a
DOgoonm 0,5 € induzidas com a adigdo de 1 mM de IPTG, colocadas a 20 °C a 150 rpm por 12
horas. As amostras das construgdes AN25-TbSPS2 e AN70-ThSPS2 expressas em sua fragéo
soluvel foram submetidas a purificacdo por cromatografia de afinidade em resina de niquel.
As construces eluidas da resina com um gradiente crescente de imidazol podem ser

visualizadas em um gel SDS-Page 15% como na Figura 47.
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SO1Da 40 kDs
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20kDa

Figura 47- Gel SDS — Page da expressdo e da purificagdo por cromatografia de afinidade. (A) Construcdo
AN25-ThSPS2; (B) Construgdo AN70-ThSPS2. MW - Padrdo de massa molecular; 1: Antes da
inducdo; 2: Depois da indugdo com 1 mM IPTG; 3: Fracdo insolivel; 4: Sobrenadante e entrada
na coluna; (A) 5 -10: Fragdes eluidas a partir do gradiente de imidazol. (B) 5 —7: FracGes
proteicas eluidas a partir do gradiente de imidazol.

Fonte: Elaborado pela Autora

A proxima etapa de purificacdo por cromatografia de exclusdo molecular foi realizada
em coluna Superdex 200 16/60 (GE). O resultado esta mostrado a seguir (Figura 48).



Copstad 1 - Coistolboapite Mbtodls b rroloniin s diftogiio o Ctacdls Eotssstionais

Figura 48 - Perfil Cromatografico e gel de SDS—Page da purificacdo por cromatografia de exclusdo molecular
(A) Construgdo AN25-TbSPS2 (B) Construgdo AN70-ThbSPS2  MW: Padrdo de massa
molecular; 1-11 e 1-10: Fragdes de proteina eluida correspondente ao pico majoritério (indicado
pela seta vermelha).

Fonte: Elaborado pela Autora
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4.2.3.1.3 Ensaio de Cristalizacdo das construgdes da SPS2 de T. brucei

Foram rastreados um total de 768 condigdes nos testes de cristalizagdo das construgdes
AN25-TbSPS2 e AN70-TbSPS2. Entretanto, nenhum cristal ou indicio de cristal foi
observado. Devido a isto, novos experimentos de prote6lise in situ foram iniciados com
intuito de determinar exatamente as regides moveis que podem estar impedindo a formacéo

dos contatos cristalinos.

4.2.3.2 Proteolise in situ da SPS2 de T. brucei e L. major

A técnica de proteolise in situ € considerada a mais eficaz no resgate de proteinas que
néo cristalizam. Essa abordagem foi empregada para a SPS2 de T. brucei e SPS2 de L. major
O kit de proteases (a-Quimiotripsina, Tripsina, Subtilisina e Papaina) JBS Floppy-Choppy
(Jena Bioscience) foi utilizado de acordo com as instru¢des do fabricante. O melhor resultado
foi encontrado utilizando a-quimiotripsina incubada com 5 mg/mL de SPS2 de L. major e
SPS2 de T. brucei na razdo de a-quimiotripsina: SPS2 de 1:50 (w/w) por 20 minutos a
temperatura de 18 °C em tampdo e os fragmentos gerados foram analisados em gel SDS—
PAGE.

O melhor resultado, o qual a protease gerou uma parte estavel da proteina por clivar a
regido flexivel esta representado na Figura 49 A e Figura 50 A. A regido estavel foi
sequenciada N-terminalmente (Figura 49 B e Figura 50 B) e uma analise visual do fragmento
truncado foi feita pelo modelo obtido a partir da modelagem por homologia (Figura 49 C e
Figura 50 C).
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A MW 1 2 C
66 kDa

45 kDa

36 kDa

29 kDa
20 kDa

| I

12kDa

MSEKEGKVIPETNGMKRPRFDPVKLGLPEEFTLTDYTRL

KGCSCKVPQPELLALLQSVSTTPGRRDVGMDCS IVKLOHKDETGK
PLYMVSTTDFFFPSVEDPYLQGQIGAANVLSDLYSTGIDRCDTVLMLLA
ASTDMDKTEREVCTQEMMKGFVDHVRLAGSDVTGGQTVMNPWPLIGGIA
TSVVAESQMIRPTGLQPGDILVLTKPLGCQIAVNLKQWLRRPSPIFEEQ
IQGKMDSEEIEELYNAAADGMKRLNRMAAALMHSHGAHGATDVTGFGIL
GHAKNLGSAQKADVCLVLDSLPMYRGAVKASKLMGDKYRLFEGYAAETS
GGLLVAFGTREEAEGY IRELYETDGEPAWVVGRVVRREGSAPYALLQKD

Figura 49 - Protedlise in situ da SPS2 de T. brucei usando a protease a—quimotripsina. (A) Gel de SDS -
Page: MW — padrdo de massa molecular; 1-SPS2 de T. brucei antes de clivar; 2-SPS2 de T.
brucei depois de clivar com a—quimotripsina. (B) Sequéncia da proteina com o sequenciamento
do N-terminal da proteina apds clivagem em negrito e regido perdida pela clivagem em verde.
(C) Modelo estrutural por homologia mostrando em verde a regido correspondente a que foi
clivada pela o—quimotripsina.

Fonte: Elaborado pela Autora
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A MW 1 2 C
66 kDa
45 kDa v
36 kDa |
.
29kDa e
20 kDa
12 kDa

MSHKRPQSSAGESNGAVDLKTPRFDPVSLGLPAEFQLTDYTR
LKGCSCKLPQPKLLALLOELSATPGQKDVGMDCSIVPLHHTNSKGEAL
FLVSTTDFFFPSVSDPFLQGQIGAANVLSDLYSMGIPDCDTMLMLLAASTEMD
EHERLITTREIMKGFAERARLATTTVTGGQTVMNPWPLIGGVAMAVVSEAEMV
RPTGLLCAGDILVLTKPLGCQVAVNLKQWLLRPSPLYEEATAGHISPEEIEEL
YNMATDSMRRLNREGARLMRKHGAHGATDVTGFGILGHANNFGAAQAVGDAPR
SLCLVLERLPMFKTAVAASKQMNDKYRLLEGYSAETSGGLLVAFPSTTAAAAF
CAELTAVDGGCPSWIVGHVEDRATNAVDGVYARLKDGYEIVEV

Figura 50 - Prote6lise in situ da SPS2 de L. major usando a protease a-quimotripsina. (A) Gel de SDS -
Page: MW — padrdo de massa molecular; 1 - SPS2 de L. major antes de clivar; 2 - SPS2 de L.
major depois de clivar com o—quimotripsina. (B) Sequencia da proteina com o sequenciamento
do N-terminal da proteina apés clivagem em negrito e regido perdida pela clivagem em azul. (C)
Modelo estrutural por homologia mostrando em azul a regido que foi clivada pela o-
quimotripsina.

Fonte: Elaborado pela Autora

Assim, novas construcdes de ThSPS2 retirando 46 residuos iniciais e LmSPS2 sem 0s
primeiros 69 residuos com a cauda de histidina no N-terminal e (pET28a) e no C-terminal

(pET20a) foram iniciadas.

4.2.3.2.1 Amplificacdo e Clonagem das construcdes de SPS2 de T. brucei e L. major a
partir da proteolise in situ

Os genes foram amplificados pela reacdo em cadeia da DNA-Polimerase. As

construgdes amplificadas podem ser visualizadas em gel de Agarose 1% (Figura 51).
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Figura 51 - Amplificacdo das construcdes da SPS2 de T. brucei e L. major visualizado em gel de agarose 1%.

MW - padrio de massa molecular “Gene Ruler 1Kb DNA Ladder” (Fermentas). le 2 -

Construcdo 1 e 2 da SPS2 de T. brucei, respectivamente; 3 e 4 — Construcéo 1 e 2 da SPS2 de L.
major, respectivamente.

Fonte: Elaborado pela Autora

O inserto amplificado e adenilado foi purificado do gel e ligado ao vetor pGEM-T. As

andlises das coldnias recombinantes foram realizadas pela digestdo do plasmideo com as
enzimas de restricdo Ndel e Xhol (Figura 52).

Figura 52 - Caracterizagdo dos transformantes pGEMT-construgdes das selenofosfato sintetases visualizados
em gel de agarose 1% e TAE [1x] corado com brometo de etideo. MW- padrdo de massa
molecular “Gene Ruler 1 Kb DNA Ladder” (Fermentas); (A) 1 — pGEM-T extraido e digerido,
com liberacdo do inserto da construgdo 1 da SPS2 de T. brucei; 2 e 3 — Liberacdo do inserto da
construgdo 1 e 2 da SPS2 de L. major. (B) 1- Liberacdo do inserto da construcdo 2 da SPS2 de T.
brucei.

Fonte: Elaborado pela Autora
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Apos isso, as construcdes foram subclonadas em vetor de expressdo pET28a e
pPET20b. Porém, somente a subclonagem da ANNG69-LmSPS2 em pET28a funcionou (Figura

53).
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Figura 53 - Analise do transformante pET28a-AN69-LmSPS2 visualizado em gel de agarose. MW- padréo de
massa molecular “Gene Ruler 1 Kb DNA Ladder” (Fermentas); coluna 1: pET28a extraido e
digerido com liberacdo do inserto da AN69-LmSPS2 em pET28a (69 primeiros residuos

truncados).
Fonte: Elaborado pela Autora

Assim, os experimentos de cristalizacdo foram conduzidos com a construgcdo ANG69-

LmSPS2.

4.2.3.2.2 Expressao e Purificacdo da AN69-LmSPS2

A proteina AN69-LmSPS2 foi expressa e purificada nas mesmas condi¢des da SPS2 de
L. major inteira (Capitulo 2). O gel de SDS-PAGE (15%) da expresséo e das fragdes eluidas
da ultima etapa de purificagdo da AN69-LmSPS2 estdo mostrados nas Figura 54 e Figura 55,
respectivamente. O pico correspondente a elui¢do da proteina foi concentrado a 10 mg/mL

usando filtro Millipore para realizagcdo dos experimentos de cristalizacdo de raios X.
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Figura 54 - Gel SDS — Page da expressdo da AN69-LmSPS2. MW - Padréo de massa molecular; 1: Antes da
inducéo; 2, 3, 4 e 5: Depois de 2, 4, 6 e 12 horas de inducéo com [ImM] IPTG.
Fonte: Elaborado pela Autora

Figura 55 - Gel SDS-Page da purificagdo da AN69-LmSPS2 por cromatografia de exclusdo molecular. MW -

Padrdo de massa molecular. 1 a 5: FragBes correspondentes ao pico majoritario eluido da coluna
de exclusdo de tamanho.

Fonte: Elaborado pela Autora



15

Copintid 1 - Coistolbaiis Mbtodbs db rmolfiorie s diftogiio o Cttcdls Etrationas

4.2.3.2.3 Cristalizacdo da construcgdo truncada AN69-LmSPS2

Os melhores cristais da AN69-LmSPS2 cresceram a 18 °C em uma condigéo contendo:
0,1M de Tri-citrato de sodio (pH 5,2); 0,2 M de sulfato de aménio e 21% PEG 4000 (w/v)
(Figura 56).

Figura 56 - Cristais da AN69-LmSPS2 observados depois de trés dias em uma condi¢do consistindo de 0,1M
Tri-citrato de sédio (pH 5,2); 0,2 M de sulfato de aménio e 21% de PEG 4000 (w/v).
Fonte: Elaborado pela Autora

Dados de difracdo de raios X foram coletados em um comprimento de onda de 0,92 A
usando fonte de radiacdo Sincroton na linha 104-1 do Diamond Light Source (DLS), Harwell
Science and Innovation Campus, Didcot, Oxfordshire, UK. Foram coletadas 600 imagens
com tempo de exposicdo de 0,3 s por imagem, angulo de oscilacdo de Ae = 0,25° e distancia
do cristal ao detector de 237 mm. Os dados foram processados utilizando o programa
MOSFLM™® e as intensidades escalonados e reduzidas no programa SCALA®. O cristal da
construgdo AN69-LmSPS2 difratou a 1,9A e pertence ao sistema cristalino ortorrdmbico com
parametros de cela unitaria de a=55,95A; b=81,69A; c=177,92A; 0a=90°, f=90°, y=90°. O
cristal montado no loop e o padrdo de difracdo obtido estdo mostrados na Figura 57.
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Figura 57 - Cristal da AN69-LmSPS2 montado no loop para o experimento de difragdo de raios X. (B) Uma
das imagens do padréo de difracdo a 1,9A obtido a partir do cristal (A).
Fonte: Elaborado pela Autora

Os valores finais de Rwork e Rfree foram de 0,17% e 0,21%, respectivamente. A
qualidade estereoquimica das estruturas foi checada pelo programa Molprobity’* e o
ramachandran gerado pelo Procheck. Os resultados cristalograficos desde a estatistica da
coleta de dados até a determinacdo da estrutura cristalografica da AN69-LmSPS2 estdo

sumarizados na Tabela 23 e a Figura 58 mostra 0 Ramachandran do modelo final.
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Tabela 23 - Estatistica da coleta de Dados e resolucdo da estrutura da AN69-LmSPS2. Valores entre parénteses

sdo para faixa a mais alta resolucéo.

ANG69-LmSPS2

Parametros do Cristal
Grupo Espacial
N° de moléculas / ASU

Parametros da cela unitéria (A, ©)
Conteldo de Solvente (%)

Vm (A’Da?)

Processamento dos dados
Resolucéo (A)

12,2,2,
1

a=55,95; b=81,69; c=177,92
=90, =90, y=90
57,21

2,87

40,97 — 1,88 (1,98 — 1,88)

*Rmerge (%) 10,8 (68,7)

I/sigma(l) 11,4 (2,8)

N° de reflexbes unicast 33416 (4849)

Multiplicidade 5,0 (5,2)

Completeza (%) 97,7 (99,9)

Refinamento

Resolucéo (A) 40,97 — 1,88

**Rwork (%) 17,33

***Rfree (%) 20,78

Estereoquimica R.m.s.d

Comprimentos de ligago (A) 0,007

Angulos de Ligacéo (°) 1,098

N° de dtomos da proteina 2437

N° de moléculas de agua 293

N° de moléculas de sulfato 1

wxxxEator - B médio (A))

Proteina 25,885

Sulfato 46,512

Aguas 37,742
"Ruerge= Zh i ‘ li - (D) |/ ¥h Zi {1i), onde Iy, é a intensidade medida i da reflexéo h € {l) s&o as intensidades

médias a partir de maltiplas observagdes.

**Rwork = 100 X X(|Fobs-Fearc])/Z(Fobs), SOmMa obtidas sobre todas as reflexdes com corte de F/o(F)>2.
***R-free = R-factor para 5% dos dados, os quais ndo foram incluidos no refinamento
****Eator B = valores médios de vibragédo térmica para atomos nao hidrogénicos

Fonte: Elaborado pela Autora
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¥ (graus)

90 -45 0 45 90 135 180
O (graus)

Figura 58 - Diagrama de Ramachandran do modelo cristalografico final da AN69-LmSPS2. E avaliada a
qualidade da estrutura através da combinacdo dos angulos torsionais diedrais (¥ ¢ ®). O
resultado indica que 98,78% dos residuos estdo em regides mais favordveis (em vermelho),
1,22% em regides permitidas (em bege) e nenhum residuo se encontra em regides generosamente
permitida (em amarelo) e desfavoravel (em bege claro).

Fonte: Elaborado pela Autora

4.2.3.2.4 A Estrutura Cristalogréafica da AN69-LmSPS2

A Figura 59 mostra 0 modelo cristalografico da AN69-LmSPS2. O modelo final
apresenta os residuos 70-398, 1 molécula sulfato e 293 moléculas de agua e consiste de um
mondmero na unidade assimétrica. O monémero € composto de dois dominios: N-dominio e
C-dominio (Figura 59) e adota um enovelamento do tipo o/f. O dominio N contém uma folha
B composta por 5 fitas B1|, 271, B5|, P31, P41 flanqueadas por 2 a-hélices e uma pequena
hélice 3/10 (residuo 125 — 128). O dominio C tem 7 fitas B: 771, 9], 61, p10|, p81, p1171,
B121 que estao circundadas dos dois lados por 7 a-hélices e 1 hélice 3/10 (residuo 162 — 169)
(Figura 59). A porcentagem de cada estrutura secundaria esta esquematizada na Tabela 24.
Os dados estdo em bom acordo quando comparados com os resultados obtidos de estrutura
secundaria pela deconvolugdo do espectro de CD da LmSPS2 inteira (Tabela 24). As
diferengas nos valores estdo dentro do esperado visto que a medida de CD néo alcangou todo
0 espectro (180-260 nm) e a estrutura AN69-LmSPS2 estd truncada em 69 residuos que
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correspondem majoritariamente de regides ndo estruturadas (outras da Tabela 24). A partir de
operacdes de simetria no servidor PISA'® foi possivel gerar o homodimero a partir do

mondmero (Figura 60).

Figura 59 - Estrutura cristalografica e diagrama de topologia da AN69-LmSPS2 com o N-dominio (em azul) e

C-dominio (roxo). Figura gerada pelo Pymol® e diagrama construido pelo servidor PDBsum*?,

Fonte: Elaborado pela Autora
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Tabela 24 — Comparacdo da porcentagem de estrutura secundaria obtida pela estrutura cristalografica de AN69-
LmSPS2 e da deconvolucdo do espectro de CD da LmSPS2

Hélices-a (%) Fitas-p (%) Outras
estruturas (%)
Estrutura Cristalografica da AN69-LmSPS2 36,5 27,6 36,0
LmSPS2 (CD) 32,8 18,2 48,9

Fonte: Elaborado pela Autora

Figura 60 - Dimero AN69-LmSPS2 gerado a partir do simétrico usando o servidor PISA**. N-Dominios est&o
coloridos de azul claro e azul e C-Dominios s3o coloridos de roxo e rosa. Anion sulfato esta
representado como esferas.

Fonte: Elaborado pela Autora

O homodimero ilustrado na Figura 60 tem a forma do dimero determinado a partir de
experimentos em solucdo (SAXS) e € similar ao homodimero de outros membros da
superfamilia das PurM nas quais se encontram as enzimas que ligam ATP.

Os primeiros dados cristalograficos de Selenofosfato sintetase que foram reportados
foi de Aquifex Aeolicus truncada N-terminalmente’® e posteriormente inteira em complexo
com AMPCPP e na forma apo’®. Posteriormente, as estruturas da SPS1 humana®’ e da SPS de
E. coli foram publicadas*®’. Os niveis de identidade estrutural entre a AN69-LmSPS2 e SPS
de Aquifex Aeolicus; SPS1 humana e SPS E.coli sdo 27%, 43% e 29% respectivamente. A
Figura 61 ilustra o alinhamento sequencial das selenofosfato sintetase na qual foi baseado na
estrutura AN69-LmSPS2 contra as sequéncias de LmSPS2, TbSPS2 e das selenofosfato
sintetases que possuem estruturas conhecidas.

O enovelamento e a organizagdo estrutural dessas proteinas sao muito similares
(Figura 62) com desvio quadratico médio (RMSD) de 2,004 A para AN69-LmSPS2 e SPS de
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Aquifex Aeolicus; 0,930 A para AN69-LmSPS2 e SPS1 humana; 4,770 A para AN69-LmSPS2
e SPS E.coli.

Os residuos importantes do sitio de ligacdo do ATP séo altamente conservados entre
todas as SPSs a partir de varias espécies (marcados com estrela na Figura 61) e alguns
destacados na Figura 63. Alguns ndo estdo na estrutura AN69-LmSPS2 devido ao
truncamento dos 69 primeiros residuos como Lys37 e a ndo observacdo de densidade
eletronica para Met72 e Gly73.

As principais diferencas entre a estrutura AN69-LmSPS2 e SPS de Aquifex Aeolicus e
E. coli sdo regibes de coil adicionais nas estruturas eucariéticas em relagcdo as procaridticas.
Na anélise da estrutura AN69-LmSPS2 em relacdo a SPS de Aquifex Aeolicus na forma apo é
possivel observar que as duas estruturas contém o anion sulfato. Itoh e colaboradores’
hipotetizaram em sua estrutura que a localizacdo desse anion poderia ser o possivel sitio de
ligacdo do produto selenofosfato, porém, a distdncia desse anion em relacao ao y fosfato é
grande o suficiente para que ndo ocorra o ataque nucleofilico (Figura 64). Além disso, na
estrutura reportada aqui, AN69-LmSPS2, o sitio de ligacdo do anion é diferente do da
estrutura de SPS de Aquifex Aeolicus e também esta bem distante do sitio de ligacdo do ATP,
abolindo a hipdtese desse sitio ser um possivel sitio de ligacdo do produto selenofosfato
(Figura 64).
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Figura 61 - Alinhamento sequencial baseado na estrutura da AN69-LmSPS2 contra a LmSPS2, ThSPS2 e as
selenofosfato sintetases de diferentes organismos e que possuem estrutura cristalografica como
SPS1 humana, (PDB 3FD5); SPS de E. coli (PDB 3U0O) e SPS de Aquifex Aeolicus (PDB
2YYE). O alinhamento foi realizado no servidor T-Coffee’® e analisado pelo ESPript 3.0'%. As
estrelas correspondem aos residuos que estdo no sitio de ligagdo do ATP.
Fonte: Elaborado pela Autora a partir do servidor T-Coffee'?® e ESPript 3.0'%°
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Figura 62 - Sobreposi¢do da AN69-LmSPS2 (roxo escuro) em relagéo a: (A) SPS de Aquifex Aeolicus (verde).
(B) SPS1 humana (vermelha) e (C) SPS E.coli (azul).
Fonte: Elaborado pela Autora
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Figura 63 — Comparacdo da AN69-LmSPS2 (em roxo) com a SPS1-ADP Humana (em vermelho). Os
residuos no sitio de ligagdo do ATP em roxo (correspondentes aos D69, Gly162 e Thrl64 na
SPS1 Humana e (D74), (G172) e (G174) na AN69-LmSPS2 ), porém os residuos Lys32, Met68 e
Gly67 (em vermelho) ndo estdo na estrutura AN69-LmSPS2, pois foram perdidos no
truncamento (Lys32(Lys37)) ou por ndo ter densidade eletrénica (Gly67 (Gly72) e Met68

(Met73)) .
Fonte: Elaborado pela Autora
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Figura 64 - Sobreposicdo da AN69-LmSPS2 (em roxo) com a SPS de Aquifex Aeolicus (em verde)
evidenciando a localizag&o e a distancia do &nion sulfato em relagdo ao sitio de ligagio do ATP.
O énion sulfato esta representado em stick na estrutura AN69-LmSPS2 e em esferas na SPS de
A. Aeolicus.
Fonte: Elaborado pela Autora
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4.2.3. Cristalografia da SPS2 de Trypanosoma brucei

4.2.3.3.1 Cristalizacao utilizando o0 método Microbatch

Os cristais iniciais obtidos para a ThSPS2 eram anisotropicos com alto contetdo de
solvente e formados em menos de 24 horas na condicdo consistindo de 0,1 M Tri — citrato de
sodio (pH 5,6) e 17% Peg 3350 (w/v). Assim, foi aplicado o0 método de microbatch sem muito
sucesso inicial. Porém, apds dois meses de incubacdo das placas foram observados cristais
tridimensionais de TbSPS2 (Figura 65).

Figura 65 - Cristais da ThSPS2 crescidos na condicéo de cristalizagdo consistindo de 0,1 M Tri — citrato de
sodio (pH 5,6) e 17% Peg 3350 (w/v) observados ap6s dois meses de incubagao.
Fonte: Elaborado pela Autora

4.2.3.3.2 Coleta de Dados de Difracdo de Raios X e Resolugdo inicial da Estrutura
Cristalogréafica da ThSPS2

Para coleta de dados de difragdo de raios X, cristais da TbSPS2 foram resfriados em
nitrogénio liquido utilizando como protetor criogénico 25% MPD (v/v). Os cristais foram
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coletados em um comprimento de onda de 0,92 A usando fonte de radiacéo Sincroton na linha
104-1 do Diamond Light Source (DLS), Harwell Science and Innovation Campus, Didcot,
Oxfordshire, UK.

Um total de 400 imagens foi coletado com tempo de exposicéo do cristal de 0,5 s por
imagem, angulo de oscilacdo de Ap = 0,35° e distancia do cristal ao detector de 325,2 mm. O
conjunto de dados foi processado e escalonado utilizando o programa MOSFLM'® e
SCALA®, respectivamente. Os cristais da TbSPS2 difrataram a 3,4 A (Figura 66 B) com um
grupo espacial P6,22 e parametros de cela unitéaria de a=110,69 A, b=110,69 A e c=142,93 A,

A massa molecular da subunidade foi de 43 kDa e a unidade assimétrica consiste de
uma subunidade com um volume molecular (VM) de 2,94 A®Da* e contelido de solvente de
aproximadamente 58,18%. A Figura 66 A mostra o cristal montado no litholoop (Molecular

Dimensions) pronto para coleta e uma imagem do padrdo de difracdo. A estatistica da coleta

de dados esta sumarizada na Tabela 25.

Figura 66 — (A) Cristal da ThSPS2 montado no litholoop (Molecular Dimensions) para o experimento de
difracio de raios X. (B) Uma das imagens do padréo de difracio a 3,4 A obtido a partir do cristal
(A).
Fonte: Elaborado pela Autora
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Tabela 25 - Estatistica da coleta de Dados da ThSPS2. Valores entre parentes sao para faixa a mais alta

resolucéo.

ThSPS2
Parametros do Cristal
Grupo Espacial P6,22
N° de moléculas / ASU 1
Parametros da cela unitaria (A, °) a=110,69; b=110,69; c=142,93

=90, p=90, y=120

Conteldo de Solvente (%) 58,18
vm (A’Da?) 2,94
Processamento dos Dados
Resolugéo (A) 57,29 - 3,4 (3,6 — 3,4)
*Rmerge (%) 8,0 (55,7)
I/sigma(l) 20,7 (4,8)
N° de reflexdes unicas 9061 (1285)
Multiplicidade 13,1 (14,3)
Completeza (%) 99,9 (100,0)

Fonte: Elaborado pela Autora

Para determinacdo da fase, o melhor modelo a partir do PHASER foi obtido usando
como modelo de busca a estrutura cristalografica da ANG69-LmSPS2 deter