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RESUMO

FONTOLAN, L. S. B. Identificacio dos determinantes estruturais de Fe/MnSODs necessarios
a especificidade por metal. [Dissertacio (Mestrado em Biotecnologia)]. S@o Paulo: Instituto de

Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sao Paulo; 2015.

Superoxido dismutases (SODs) sdo metaloenzimas que convertem o anion superoxido em oxigénio
molecular (O,) e peroxido de hidrogénio (H.O,). A presenga de metal nessas enzimas esta
diretamente relacionada com seus mecanismos de catdlise e com suas estruturas tridimensionais.
Evolucionariamente, FeSOD e MnSOD podem ter evoluido de um gene ancestral comum, porque
possuem sequéncias homologas e estruturas cristalograficas sobreponiveis. Entretanto, a nivel
catalitico, ambas as proteinas divergiram o suficiente para que seus metais ndo possam ser
intercambidaveis, produzindo uma enzima funcional, indicando que essas proteinas possuem alta
especificidade por metal. O objetivo deste projeto de pesquisa ¢ Identificar os determinantes
estruturais do ajuste fino da especificidade por metal de MnSOD e FeSOD. Inicialmente, pretende-
se selecionar residuos para mutagénese sitio-dirigida em TrMnSOD e TbFeSODB2, a partir de
analise de acoplamento estatistico (SCA). Em seguida, mutantes serdo construidos, expressos,
purificados e cristalizados. A estrutura tridimensional dos mutantes serd resolvida por cristalografia
e sua atividade enzimdtica determinada, bem como a acomodagdo estrutural dos metais por
Resonancia Paramagnética Eletronica. Nossa hipotese de trabalho ¢ que através de SCA € possivel
elencar residuos de aminoacidos candidatos para mutagénese sitio-dirigida para desenhar novas
SODs, com caracteristicas intermediarias de ligagdo por Fe/Mn, como possibilidade de

interconversao de especificidade, caminhando na historia evolutiva dessas moléculas.

Palavras-chave: Superdxido dismutase. Andlise de Acoplamento Estatistico. Especificidade por

metal. Trypanosoma brucei. Trichoderma reesei.



ABSTRACT

FONTOLAN, L. S. B. Identification of Fe/MnSODs structural determinants necessary to metal
specificity. [Masters thesis (Biotechnology)]. Sao Paulo: Instituto de Ciéncias Biomédicas,

Universidade de Sdo Paulo, 2015.

Superoxide dismutases (SODs) are metalloenzymes that convert the superoxide anion in molecular
oxygen (0O:) and hydrogen peroxide (H,O,). The metal in the catalytic center of such enzymes is
directly related to their catalysis mechanisms and tridimensional structures. Evolutionarily, FeSOD
and MnSOD may have evolved from a common ancestor, because both proteins have homologous
primary sequences and superposable crystallographic structures. However, at the catalytic level,
both proteins diverged sufficiently to prevent interchange of their metallic centers, which would
generate non-functional enzymes, indicating that these proteins have high metal specificity. The
objective of this research project is to identify structural determinants of Fe/MnSODs necessary to
metal specificity. We intend to use statistical coupling analysis (SCA) to select amino acid residues
for site-directed mutagenesis in TrMnSOD e TbFeSODB2. Mutant genes will be constructed and
their proteins expressed, purified and crystallized. The tridimensional structure of such mutants will
be solved by X-ray crystallography and their enzymatic activities determined, as well as their
electron paramagnetic resonance spectra. We hypothesize that SCA is useful to identify amino acid
candidates for site-directed mutagenesis to design new SODs with intermediated Fe/Mn specificity,

and even metal specificity interconversion, by studying the evolutionary history of these proteins.

Keywords: Superoxide dismutase. Statistical Coupling Analysis. Metal specificity. Trypanosoma

brucei. Trichoderma reesei.
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1 INTRODUCAO

Superdxido dismutases foram descritas pela primeira vez em 1969 por Joe McCord e Irwin
Fridovich (1). Ao contrario do que se acreditava a proteina de coloragdo azul isolada de sangue
bovino, denominada hemocupreina ou eritrocupreina, ndo era apenas um depoésito inerte de cobre,
também apresentava atividade catalitica covertendo radicais superdxido em perdxido de hidrogénio.
Radicais superdxido podem reagir entre si e formar perdxido de hidrogénio, porém a enzima ¢é
capaz de acelerar a rea¢dao de formagdo de peroxido em um fator de um bilhdo (2). A hemocupreina
foi entdo renomeada como superdxido dismutase (SOD) e novas formas dessas enzimas foram
descobertas gradativamente. Um ano apos o relato da hemocupreina, 0 mesmo grupo descreveu
uma nova forma contendo manganés (MnSOD) (3) e, em 1973, outra forma contendo ferro
(FeSOD) (4), ambas isoladas de Escherichia coli. Assim como E. coli, muitos organismos possuem
mais de uma forma da enzima que podem fazer parte de diferentes compartimentos celulares (5).
Organismos como Trypanosoma brucei apresentam compartimentalizagao dessas enzimas e apesar
de ndo serem de todo semelhantes entre si, todas as quatro SODs de 7. brucei sdo formas de ferro

(6), uma delas ¢ alvo de estudo no presente trabalho.

Diversos aspectos podem ser abordados no estudo das superoxido dismutases. Seu papel no
stress oxidativo como mecanismo de defesa e a existéncia de diferentes tipos de SODs com a
mesma func¢ao; as particularidades estruturais das SODs de diferentes organismos e a exploragdo de
caracteristicas de interesse biotecnologico, por exemplo, a termoestabilidade de algumas SODs
como a de Trichoderma reesei (7), cuja estrutura tridimensional foi resolvida neste trabalho e;
finalmente, a relacdo dessas enzimas com elementos inorganicos, especialmente os metais de
transicdo envolvidos em reacdes de dxido-redugdo, assunto que levanta a questdo de especificidade
por metal entre SODs de ferro e manganés que sdo muito semelhantes entre si ¢ mantém atividade

especificamente com apenas um desses metais.

Primeiramente, algumas caracteristicas dos metais de transi¢ao e a sua relagdo com sistemas
bioldgicos serdo apresentadas, em seguida, as possibilidades de interagdo entre metais e proteinas
em metaloproteinas. Além de explorar as caracteristicas estruturais e cataliticas das superoxido
dismutases, serdo contextualizadas, também, como elementos intrinsecamente relacionados aos
topicos de radicais livres e stress oxidativo, participando da regulacdo de espécies radicalares

intracelulares geradas em condigdes fisioldgicas e patoldgicas.

Existe um vasto conteudo sobre superoxido dismutases na literatura, sequéncias gé€nicas e

estruturas protéicas depositadas em bases de dados como PFAM (8) e PDB (9), isso faz dessas
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proteinas alvos interessantes para estudos de bioinformatica. A correlagdo entre os residuos das
superoxido dismutases de ferro e manganés feita por acoplamento estatistico, resultou na predigao
de residuos envolvidos na especificidade por metal e oligomerizagdo (10). Essa predi¢ao foi testada

neste trabalho para avaliacao da afinidade por metal da superdxido dismutase de 7. brucei.

1.1 Metais de transicio em sistemas biolégicos

O contexto biologico no qual um metal de transi¢do ¢ escolhido em relagdo a outro para
desempenhar uma fungao depende de caracteristicas quimicas do elemento e de sua disponibilidade.
Ainda que sejam menos abundantes que outros atomos em sistemas biologicos, sdo indispensaveis
para diversas fungdes, principalmente em proteinas. Quatro elementos correspondem a 99% de
composi¢ao de um organismo como o humano, sendo eles d&tomos de hidrogénio (62,8%), oxigénio
(25,4%), carbono (9,4%) e nitrogénio (1,4%) (11). Contudo, a pequena parcela de 1% atribuida a
outros elementos como os metais de transi¢ao nao condiz com a importancia das atividades nas

quais estao envolvidos.

Metais de transi¢cao sdo organizados na tabela periddica entre os grupos 3 e 12, totalizando
40 elementos, porém apenas os de importante participacdo em reacdes de oOxido-reducao ou

presentes no sistema estudado (superdxido dismutases), serdo apresentados em detalhes.

Nestes atomos, os elétrons de maior energia estdo em orbitais d, sendo que a maioria deles
possui orbitais parcialmente preenchidos. Cada atomo apresenta distribui¢do eletronica distinta de
acordo com o estado de oxidacdo, o que atribuird ao elemento diferentes caracteristicas: o0 manganés
na forma Mn*" possui cinco elétrons nos orbitais d (3d°) e é mais dificilmente oxidado quando
comparado ao Fe** que possui seis elétrons nos orbitais d (3d°). Isso ocorre porque o manganés
(Mn*") consegue acomodar um quinto elétron em um orbital d vago, enquanto o ferro (Fe*") deve
acomodar um sexto elétron e ndo possui orbitais vagos. Este elétron ¢ acomodado em um orbital ja

ocupado e dessa forma é mais passivel de ser oxidado e mais estavel como Fe** (12).

Os metais de transi¢do do periodo 4 formam cations estdveis de carga +2 e +3, porém
muitos outros estados sdao possiveis com a mudanga de apenas um elétron, esta variagdo e outras

caracteristicas quimicas de alguns desses elementos podem ser comparadas na tabela 1.1.1.
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Tabela 1.1.1 — Caracteristicas quimicas de 10 metais de transi¢cdo (vanadio, cromo, molibdénio, tungsténio,
manganés, ferro, cobalto, niquel, cobre e zinco).

| 6w | s | 6 [ e 6 | 7 | s 9 | w | u| 0
C W Mn Fe Co Ni Cu Zn

5
Elemento v r Mo

Nimero atomico (Z) RS 24 42 74 25 26 27 28 29 30
Distribuigio eletrinica [JETCERCNNNPIERCRNE RVNCEEC I e IS RERRICE N U K RICE PR R R
163 166 216 17 155 183 188 191 1.9 1,65
Raio metilico (pm) [RERECSNEENREE 139 139 127 126 125 124 128 134
I I I I
Il Il Il Il Il Il Il Il Il I
i i i i il 1 1 1 1

Estados de oxidacio

possiveis v Iy v v v v v v
v v v v v v v
Vi VI VI VI VI
vI

Além da distingdo desses atomos pela distribuicdo eletronica nos orbitais d, diferentes
caracteristicas magnéticas sdo atribuidas ao spin. O niimero quantico de spin (ms) estd relacionado
ao momento angular do elétron que, por possuir carga, resulta em um campo magnético associado.
No caso de um atomo possuir todos os elétrons com spins pareados ¢ chamado de diamagnéticos e
nao sofre influéncia de um campo magnético. No caso de um atomo possuir elétrons com spins
desemparelhados pode ser chamado de paramagnéticos ou ferromagnético se seus elétrons alinham-

se com o campo de forma transitéria ou permanente, respectivamente.

E dito desemparelhado o elétron que ocupa um orbital atdmico ou molecular sem estar
pareado com outro elétron (13). A possibilidade de possuirem elétrons desemparelhados de forma
estavel, com a variagdo de apenas um elétron, permite que os metais de transicdo possuam muitos
estados de ionizagdo possiveis e que sejam considerados paramagnéticos. Esses elétrons encontram-
se nos orbitais d, portanto fazem parte do bloco d da tabela periddica. A maioria dos elementos do
grupo p, por exemplo, ndo possui espécies estaveis com elétrons desemparelhados e sdo

considerados diamagnéticos.

Metais podem estabelecer ligagdes coordenadas estaveis com diversos ligantes organicos
fazendo parte de dada fungdo biologica ou participando de interagdes nao fisioldgicas que causam
toxicidade. Existem diversos mecanismos responsaveis por regular as concentragdes de metais

envolvendo principalmente a captacdo, distribuicdo, compartimentalizagdo e armazenamento. Em
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condigdes homeostésicas, atomos de vanadio, cromo, molibdénio, tungsténio, manganés, ferro,
cobalto, niquel e cobre participam de diversas fungdes bioldgicas e alguns podem ser considerados

nutrientes essenciais para humanos.

A interacao entre metal e ligante pode ser descrita como uma interacdo acido-base de Lewis,
atuando como 4cidos os metais tendem a aceitar pares de elétrons disponiveis. Essa analogia pode
ser estendida para os conceitos de orbital molecular mais alto ocupado (HOMO, do inglés, 'Highest
Occupied Molecular Orbital'), em relagdo ao doador de elétrons e orbital molecular mais baixo
desocupado (LUMO, do inglés, 'Lowest Unoccupied Molecular Orbital"), em relagdo ao aceptor de
elétrons. Se ambos, doador e aceptor, possuirem energias semelhantes a transferéncia de elétrons
resulta em ligagcdo covalente (interagdo entre acidos e bases fracas), enquanto que se a diferenca for

grande resulta em interagdo eletrostatica (interacdo entre acidos e bases fortes) (14).

Esses sistemas também podem ser descritos pelo potencial de redugao (£ °), uma quantidade
que determina a viabilidade e a direcdo da reacdo tendo como referéncia eletrodo de hidrogénio
padrdo (NHE, do inglés, 'Normal Hidrogen Electrode') (13). Um sistema com valor negativo de £ °
reduzira outros sistemas com valores maiores e inversamente, um sistema com valor positivo de £ °
ird oxidar sistemas de menor valor positivo, zero, ou negativo. Quando analisados em solugao com
controle de pH, convencionou-se denominar os sistemas que estdo sob um valor de pH 7,0 por E .
Potenciais de reducdo sdo usados para descrever reagdes de transferéncias de elétrons e oxido-
redugdo, empregados em sistemas que possuem metais, radicais livres, entre outros de grande

importancia bioldgica.

Dependendo do nimero de 4tomos do ligante que interagem com o metal, estes podem ser
classificados como mono, bi, tri ou polidentados se um, dois, trés ou mais atomos estao envolvidos.
Ligantes polidentados normalmente formam complexos mais estdveis e sdo considerados agentes
quelantes. As estruturas formadas a partir dessas interacdes obedecem uma geometria de
coordenacdo que corresponde aos arranjos de menor energia para n pares de elétrons ao redor do
atomo metélico central (nimero de coordenacdo). Em geral a estabilidade formada por metais de
transi¢ao divalentes do 4° periodo com ligantes aumenta conforme ¢ o raio do ion diminui, seguindo

uma ordem que ficou conhecida como a série de Irwin-Williams (15):
Estabilidade do complexo Mn"? < Fe* < Co™” < Ni*? < Cu™ < Zn"
Raio i6nico (pm) 83 78 74,5 69 73 74

A formagao de ions estaveis com a variagdo de apenas um elétron possibilita a participagdo

desses metais em diversas reacoes bioldgicas como as que necessitem de multiplas transferéncias de
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elétrons em reagdes de Oxido-redugdo e ativacdo de reagentes por aumentar a eletrofilicidade ou

nucleofilicidade das espécies (16).

1.2 Metaloenzimas

Diversas enzimas dependem de um cofator metalico para desempenhar a sua funcao, essa
associacdo promove a estabilidade estrutural do complexo e frequentemente o metal tem
participagdo direta em catalises enzimaticas. Como centro redox, ao tomar parte direta na reagdo, o
metal pode receber ou doar elétrons com a alteragdo concomitante do seu nimero de oxidagdo.
Quando o metal ndo participa da catalise como centro redox pode estar envolvido na ativagao de
algumas espécies tornando-as mais reativas ou na estabilizagdo eletrostatica de espécies
intermediarias e estados de transi¢do (16). Metaloenzimas sdo capazes de catalisar diversas reagdes
e sdo encontradas desempenhando o papel de dismutases, oxidases e oxigenases, nitrogenases €
hidrogenases, oxotransferases, hidrolases, entre outras. Algumas ainda podem participar do

armezenamento de metais (17).

Associadas aos metais algumas proteinas (holoenzimas) ancestrais se tornaram mais reativas
em comparacao as formas desprovidas dos mesmos (apoenzimas) € o seu emprego tornou-se
obrigatorio, uma vez que normalmente as apoenzimas tem a sua funcdo prejudicada (18). Como
aceptor de elétrons o metal atua como 4acido de Lewis e atribui ao complexo a capacidade de formar
ligacdes com atomos ou moléculas negativamente carregadas por meio dos elétrons presentes nos
orbitais d. As interagdes ocorrem de acordo com as caracteristicas quimicas de cada metal e com o

microambiente do sitio de ligagdo provido pela enzima (19).

A historia evolutiva destas proteinas estd associada as caracteristicas quimicas dos metais
como o raio atomico, solubilidade, numero de coordenacdo, polarizabilidade, bem como a
disponibilidade ambiental que por sua vez ¢ influenciada pelas caracteristicas oxidantes ou
redutoras da atmosfera, dado que a solubilidade desses compostos depende do seu estado de
oxidagdo. A variacdo da concentracdo de oxigénio no decorrer de eras geologicas (Figura 1.2.1),
sugere que em alguns periodos a biosfera adaptou-se a condi¢des atmosféricas predominantemente
redutoras ou oxidantes. Acompanhando as novas condi¢des ambientais de cada periodo, algumas
formas de vida foram beneficiadas enquanto outras extintas. Essa adaptacdo teria imposto a
permanéncia ou estimulado o surgimento de caracteristicas metabdlicas especificas impulsionando

a formagdo de novas enzimas ou o recrutamento de proteinas ja existentes para novas fungdes (20).
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Figura 1.2.1 — Modelo da concentragdo de oxigénio no periodo Paleozdico em relagdo aos niveis atuais (PAL),
mostrando uma estimagao (linha) e a variagao (pontilhado). O modelo foi construido a partir da taxa de troca de
carbono fixado entre a atmosfera, oceano e sendimentos e outros dados publicados. Adaptado de (21).

O estado de oxidagao da superficie terrestre aumentou gradativamente devido a producao de
oxigénio via fotossintese, sendo esta a principal contribui¢do para o aumento da concentragao do
gas na atmosfera (2,22). Uma das principais evidéncias geoldgicas da oxigenacdo atmosférica sdo
os depdsitos de Oxidos de ferro datados entre 2,6 e 1,8 bilhdes de anos atras (2,22). Os 6xidos
possuem caracteristicas quimicas diferentes dos primeiros compostos, a formagdo dos 6xidos ou
hidroxidos os converteu em compostos insoliveis e pouco disponiveis, como os de ferro Fe(OH)s,

ou em oxidos soluveis e disponiveis, como os de cobre na forma de Cu*? (Tabela 1.2.1) (23,24).

Tabela 1.2.1 — Estimativas para a disponibilidade de metais nas condi¢des atmosféricas original e aerdbia e
as concentragdes atuais dos metais em células e nos oceanos. Adaptado de (16,24).
Concentracio | ., -

. un:l:'m':.ls Concentraciao
originais (M) | aerdbias (M) , N nas células (M)

<10-1° <10°® 10-°

Condicoes Condicoes

lon metdilico

~10- ~10-8 107
~107(Fe*?)  ~107'° (Fe**) 10-7
<10-° ~10-° 10-8
<1072 (Cu*') <10~'° (Cu*?) 10-15
<10 <10® 10"

Essas restricoes ambientais em relagdo ao emprego de metais ditaram a evolugdo das
metaloproteinas (25). Enzimas que possuem metais como centro redox sdo designadas

oxidorredutases e grande parte delas possui metais envolvidos diretamente na catalise (19).
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Acredita-se que o surgimento da vida esteve intrinsecamente relacionado com reagdes de
transferéncia de elétrons. Quando desempenhadas por oxidorredutases, essas reacdes de
transferéncia de elétrons teriam sido aceleradas, aumentado a eficiéncia do processo e tornando-se
indispensaveis posteriormente para a respiracdo e fotossintese. Formas primitivas de enzimas
oxidorredutases tiveram grande influéncia sobre os ciclos biogeoquimicos que levaram ao

surgimento de diversas formas de vida (19).

Existem diversas formas de classificar enzimas. Uma delas faz uso de um numero de
catalogacao conhecido por codigo EC (do inglés, 'Enzyme Comission number'), que as divide em
seis classes de acordo com a reacdo catalisada: Oxidorredutases (1), Transferases (2), Hidrolases
(3), Liases (4), Isomerases (5) e Ligases (6) (26). A classe das oxidorredutases que recebe o nimero
1 ainda ¢ subdividida em relagdo ao 4&tomo ou molécula que toma parte na reacdo como aceptor ou
doador de elétrons. O niimero 1.15, por exemplo, refere-se a oxidorredutases que t€m como aceptor
de elétrons o radical superdxido e os numeros 1.15.1.1 e 1.15.1.2 referem-se as enzimas superdxido

dismutase e superdxido redutase, respectivamente.

Os ligantes mais comuns para metais de transicdo em proteinas sdo os grupos prostéticos e
cofatores, pequenos ions e moléculas, bases nitrogenadas, grupos fosfato e diol presentes em acidos
nucleicos e cadeias laterais de aminoécidos (25). Um levantamento feito em 2008 (16) mostrou que
dos 1371 cédigos EC de enzimas com estruturas conhecidas, 558 (40%) eram de enzimas
dependentes de metais, variando de 36% em liases e isomerases, até 59% em ligases, sendo que a
classe das oxidorredutases ¢ a que possui a maior quantidade de enzimas dependentes de metais de
transi¢do, como pode ser deduzido da Figura 1.2.2 A. O ferro ¢ o metal encontrado mais
frequentemente em oxidorredutases, contudo outros metais também sdo encontrados nestas enzimas

na seguinte ordem de representatividade: Fe > Cu > Mn > Ni> Mo >V > W (Figura 1.2.2 B).
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Figura 1.2.2 — A) Frequéncias relativas da presenca de metais em fungdes cataliticas das 6 classes EC. Cada
grafico representa uma classe com estruturas conhecidas: 310 estruturas para oxidorredutases, 365 para
transferases, 432 para hidrolases, 130 para liases, 71 para isomerases e 63 para ligases. B) Frequéncias de
metais encontrados apenas em oxidorredutases. Adaptado de (14,12).

Em rela¢do apenas as oxidorredutases que possuem ferro, representadas na figura acima,

cerca de 65% delas tém o atomo metalico ligado a um grupo prostético chamado heme e os outros

35% compreendem ferro ligado a 4tomos de enxofre (S), nitrogénio (N) e oxigénio (O) presentes

nas cadeias laterais de aminodcidos da propria proteina. Quando esses atomos se encontram

protonados, o metal compete com o hidrogénio pela ligacdo e apenas o substituirad se possuir
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caracteristicas favoraveis que estabilizem o complexo. Dentre essas caracteristicas, o preenchimento
dos orbitais d dos metais de transicdo que correspondem a determinados estados de spin,nimero de
oxidacdo e raio i0nico, determinam quais as possibilidades de interagdo com ligantes no que diz
respeito ao numero e geometria de coordenacdo. Por exemplo, para cada estado de oxidagdo do
ferro Fe*? (d°), Fe*? (d®) e Fe™ (d*), alguns nimeros de coordenagdo sdo mais comuns e terdo
estados de spin e geometria relacionados, 0 mesmo se aplica para o manganés como apresentado na

tabela 1.2.2.

Tabela 1.2.2 — Diferentes caracteristicas de raio i6nico, nimeros de coordenagdo, geometria ¢ estados de spin
para diferentes estados de oxidagdo de atomos de ferro (Fe) e manganés (Mn). ‘Notagdes de simetria sdo
usadas para designar as geometrias normalmente observadas: O, octaédrica; Tq, tetraédrica; Ca, piramide
quadrada; Ds;, bipirdmide trigonal; e D4, plana quaradrada. Adaptado de (17)

Estados de Raio '!ﬁtlim Nimeros de Estados de
oxidagdo (A) coordenagio spin
T
4 d

0,63

2
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Além da competicdo com atomos de hidrogénio nas formas protonadas das cadeias laterias
de aminoécidos, os metais podem competir entre si em relacdo a determinados sitios proteicos. lons
divalentes como os de ferro (Fe?*) e manganés (Mn?*) possuem similar preferéncia de coordenagao

e afinidade por ligantes, tornando mais dificil o discernimento entre um cofator ou outro quando
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uma proteina tem acesso a dois metais com caracteristicas similares (27). A escolha esta
normalmente relacionada ao contexto biologico, sendo relevante a localiza¢do da enzima e o acesso
ao cofator, bem como a necessidade celular da atividade desempenhada pela enzima que pode variar
de acordo com o metabolismo celular e condi¢des de stress. Enquanto o ferro € prevalente em
metaloenzimas da classe das oxidorredutases (EC1), o manganés encontra-se melhor distribuido
entre outras classes de enzimas. Assim como alguns outros ions divalentes (magnésio, cdlcio e
zinco), o manganés pode conferir estabilidade eletrostatica a estrutura e também fazer parte de

reagoes redox como o ferro, cobre, cobalto e molibdénio (16) (Figura 1.2.3).

Fe Mn
EC4 ECS EC6 EC1

EC3 5% 3% EC5 5% 11%

6% | _ 10%
: \ EC4

\ 10%

EC2
5%

EC1

Figura 1.2.3 — Representatividade de ferro e manganés em relacao a enzimas de diferentes classes: EC1,
oxidorredutases; EC2, tranferases; EC3, hidrolases; EC4, liases; ECS5, isomerases; EC6 ligases. Adaptado de
(16).

O acesso ao cofator na célula pode estar restrito espacialmente por compartimentalizagdo e o
emprego de um metal ocorre por ser mais acessivel do que outros no ambiente em que a proteina ¢é
expressa (18). Adicionalmente, o ajuste da atividade enzimatica estd relacionada as propriedades
redox do metal, sendo estas possivelmente as principais determinantes de especificidade. Apesar de
similares, ferro e manganés possuem caracteristicas redox distintas: os pares Fe**/Fe** e
Mn3**/Mn?* hexaidratados, possuem potenciais médios de redugdo (En) de 770 e 1510 mV (vs.
NHE), respectivamente (12,18). E importante destacar que, em um contexto celular, o cofator usado
pela enzima ndo necessariamente € aquele que contribui para maior atividade enzimatica e sim
aquele que condiz com as necessidades da célula. A estrutura protéica é possivelmente estabilizada
ao estabelecer geometria adequada de coordenagdo do metal e portanto esses cofatores influenciam
diretamente o enovelamento das metaloproteinas. Consequentemente o conteudo de estruturas
secundarias também ¢ afetado pela presenga desses cofatores e alguns enovelamentos podem ser

encontrados mais frequentemente ao redor do sitio de interacdo com metal em oxidorredutases (19).

Tanto os ligantes que interagem diretamente com o metal quanto os atomos ou moléculas
que se encontram na vizinhanga podem articular essa interacdo em relagdo aos mecanismos de

catalise, sendo que normalmente ¢ a segunda esfera de coordenacdo do metal que esta envolvida no
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ajuste fino do metal no sitio (27). Quando os ligantes sdo as cadeias laterais de aminoacidos a
interagdo da-se por grupamentos tiol, tioéter, fenil, alcoxil, carbonil, carboxil e imidazol (17). A
coordenacdo do metal estd frequentemente associada a multiplos grupamentos imidazol de
histidinas e carboxil de residuos negativamente carregados, como glutamato e aspartato. A interacao
da-se principalmente entre os orbitais ¢ € 7 do ligante. Para os grupamentos imidazol presentes em
histidinas os orbitais 7;, 7. estdo possivelmente envolvidos em interagdes, porém o mais relevante ¢
o 0. Carboxilatos podem ligar metais de maneira bidentada ou monodentada, esta ultima apresenta
dois arranjos possiveis syn € anti em relacao aos pares de elétrons disponiveis. Os orbitais o 3b; €
4a; interagem preferencialmente com o metal, porém o orbital 7 /b, também pode estabelecer
interagdes (17). As interagdes possiveis entre ligantes e os residuos histidina, aspartato e glutamato
estdo representados na figura 1.2.4. Grupamentos imidazol atuam como eletrofilos e a sua interagao
com nucleofilos pode ser descrita de acordo com forma tautomérica: na forma ND1-protonada pode
coordenar metais por NE2 (nitrogénio distal), ja na forma NE2-protonada pode coordenar por ND1

(nitrogénio proximal) (28) (Figura 1.2.5).
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Figura 1.2.4 — Interagdes de ligagdo entre metais e grupamentos presentes em residuos de histidina, aspartato
e glutamato. Acima, as orienta¢des angulares tipicas e abaixo, os orbitais envolvidos na ligagdo em
organizados em ordem de aumento da energia. Adaptado de (17).
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Figura 1.2.5 — Representagdo das duas formas tautoméricas do grupamento imidazol presente em histidinas.
A) A forma ND1-protonada pode coordenar metais por NE2 (nitrogénio distal). B) A forma NE2-protonada
pode coordenar por ND1 (nitrogénio proximal). Adaptado de (28).
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Enquanto em algumas metaloenzimas a coordenagao do metal da-se principalmente pela
interagdo de grupamentos imidazol e carboxil, noutras estdo presentes grupos prostéticos ou
nucleos de ferro e enxofre. Superdxido dismutases fazem parte do primeiro grupo e catalizam a
eliminagdo de radicais superoxido, gerando perdxido de hidrogénio. Metais associados a grupos
prostéticos, como o heme, sdo muitos comuns e participam tanto do armazenamento e transporte de
ferro e oxigénio, quanto de reagdes de transferéncia de elétrons, como o Citocromo C e Catalase.

Diversas metaloenzimas estdo envolvidas no metabolismo de radicais livres em sistemas
biologicos. O Citocromo C ¢ um componente da cadeia respiratdria mitocondrial, fazendo parte de
um importante mecanismo de geracao de energia, ja a catalase reage formando agua e oxigénio
molecular a partir do peroxido de hidrogénio. Frente a geragao celular de radicais livres, as SODs e
catalase devem atuar simultaneamente para que ndo haja acumulo de radical superéxido ou

perdxido de hidrogénio (2).

Enzimas com nucleos de ferro e enxofre também desempenham reacdes de transferéncia de
elétrons (17), esse tipo de estrutura estd presente em importantes enzimas da biossintese de
aminoacidos (Di-hidroxiacido desidratase) e do ciclo de Krebs (aconitase e fumarases) de E. coli.
Quando a retirada do radical superdxido nao ¢ eficiente, esses nucleos de ferro e enxofre podem ser

oxidados, liberando os atomos de ferro e inativando as enzimas (13).

1.3 Radicais livres

Radical livre ¢ definido como qualquer espécie que contenha um ou mais elétrons
desemparelhados capaz de existir independentemente (13). E indicado por um ponto sobrescrito
apos a formula quimica: o radical hidroxil, por exemplo, possui elétrons desemparelhados no

oxigénio e pode ser representado por OH'".

Também sdo referidos na literatura como 'Espécie reativa' seguido do nome atomo de
origem: Espécies Reativas de Oxigénio (ERO ou do inglés ROS para 'Reactive Oxygen Species'). Os
principais radicais livres sdo provenientes de atomos de oxigénio, cloro, bromo e nitrogénio, os

mesmos encontram-se listados na tabela 1.3.1.



34
Tabela 1.3.1 — Espécies Reativas geradas por atomos de oxigénio, cloro, bromo e nitrogénio.

Superoxido O, -
Hidroxil OH'
Hidroperoxil OH,
Espécies Reativas de Oxigénio Carbonato CO4'™~
(ERO/ROS) Peroxil RO,
Alcoxil ROF
Didxido de carbono CO, -
Oxigénio singleto O, 'Zg”

Espécies Reativas de Cloro
(ERC/RCS]
Espécies Reativas de Bromo
(ERB/RBS]

Cloro atomico CI

Bromo atomico Br

Oxido nitrico NO’
Espécies Reativas de Didxido de Nitrogénio

Nitrogénio (ERN/RNS) NOy

Nitrato NOy

1.3.1 Espécies reativas de oxigénio

O oxigénio molecular possui dois elétrons desemparelhados no orbital 7*, porém nao segue
a notagdo usual para radicais livres. Esses elétrons possuem o mesmo numero quantico de spin (ms),
sendo estes considerados spins paralelos. Ao oxidar outro 4tomo ou molécula aceitando um par de
elétrons, estes devem possuir 0 mesmo spin para que entrem nos orbitais 7* do oxigénio. Devido a
essa restrigdo o oxigénio normalmente recebe elétrons um elétron por vez, dificilmente reagindo
com espécies nao radicalares. Espécies reativas ndo possuem a mesma restricdo e interagem com
outras moléculas provocando uma reagdo em cadeia caracterizada por trés etapas: iniciacdo, na qual
um radical reage com um atomo ou molécula ndo radicalar modificando-a de forma a se tornar um
radical; propagacdo, na qual o novo radical formado pode adquirir habilidade igual ou maior em
atacar outras moléculas quando comparada a espécie que a atacou inicialmente e; terminagdo, na
qual um radical reage com outro, formando uma espécie ndo radicalar ou quando o radical formado

na fase de propagagdo ndo ¢ muito reativo.

A adigdo de apenas um elétron a um dos orbitais 7* do oxigénio molecular leva a formagao
do radical superoxido. O proximo elétron adicionado forma o ion perdxido, uma espécie ndo
radicalar (Figura 1.3.1). Quando excitada a molécula de oxigénio, O, (°Zg), pode chegar ao
primeiro estado excitado, O, ('Ag), ou ao segundo estado O, ('Zg") (29). Essas formas conhecidas
por oxigénio singleto também ndo sdo espécies radicalares, porém possuem maior capacidade

oxidante que o oxigénio molecular (tripleto), por ndo possuirem a restri¢ao de spin. A redugdo do O,
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em dois elétrons resulta em peroxido de hidrogénio (H»O,) enquanto a redu¢ao em quatro elétrons

gera dgua (H,O), de acordo com a disponibilidade de prétons.

= O O O O
200 @0 ®O @
00 ©O ©O 06

®C
@@@@@@@Q

SISICIOIS
SISICICIS

v @

Oxigénio Tripleto Oxigénio Singleto Radical Superoxido fon Peroxido Oxigénio Singleto
0. (Zg) 0.('Ag) 07 o7 0,(Zg)

Figura 1.3.1 — Representa¢do esquematica ligagdo entre dois atomos de oxigénio e seus derivados: Oxigénio
molecular ((Zg0,), Oxigénio singleto (‘Ag O,), Superdxido(O; ), lon Perdxido (0,*) e Oxigénio singleto
('Zg"0,). Adaptado de (2).

Atualmente muito € conhecido sobre a dependéncia de oxigénio pelo metabolismo aerébio e
os efeitos colaterais desencadeados a longo prazo. Durante desenvolvimento deste conhecimento, a
relagdo entre necessidade e prejuizo que permeava o assunto ficou conhecida como o 'Paradoxo do

Oxigénio' (11).

Os danos causados por exposi¢cdo a alta pressdo de O, estdo relacionadas a inativacdo de
biomoléculas por espécies radicalares provenientes desse oxigénio molecular. Uma das principais
descri¢des sobre os efeitos da exposi¢do ao oxigénio foi feita em 1954 por Rebecca Gershmman e
Daniel L. Gilbert, na qual os danos provocados foram comparados aos causados por radiacdo
ionizante (30). Espécies reativas tem a capacidade de modificar biomoléculas como proteinas,
carboidratos e lipideos que podem ser recuperadas ou eliminadas e produzidas novamente pelo
organismo sem grandes prejuizos se a reacao ndo for extensiva, como nos casos de alta exposicao a
radiagdo. A modificagdo do DNA porém pode ter consequéncias mais significantes. A alteragdo
dessa molécula pode levar a inativagdo de genes ou a producao de proteinas truncadas, incapazes de
desempenhar a funcao original; se o sistema de reparo do DNA ndo for suficiente para corrigir um
erro que compromete o desempenho de fungdes importantes, a célula como um todo estard

comprometida. Desta forma, a vantagem do uso de oxigénio deve compensar o risco relacionado a
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geracao de espécies reativas de oxigénio.

1.3.2 Cadeia respiratoria

Na fase aerobia do catabolismo, denominada respiragdo, o piruvato produzido na glicolise ¢
oxidado a 4gua (H,O) e didxido de carbono (CO,), diferente do processo de fermentagdo no qual o
piruvato seria reduzido a lactato ou etanol, por exemplo. A reacdo na qual o piruvato ¢ reduzido a
CO; e acetil-CoA gera NADH e FADH, que por sua vez transferirdo elétrons para oxigénio
molecular (O,). A reducdo do O, a H.O em eucariotos ocorre na mitocondria ¢ denomina-se

fosforilagdo oxidativa.

Assim como bactérias gram-negativas, as mitocondrias possuem duas membranas. A
membrana externa possui porinas e ¢ caracterizada por ser mais permeavel, enquanto a membrana
interna possui transportadores especificos e ¢ impermeavel a ions pequenos, incluindo prétons (H").

Esta membrana interna carrega os componentes da cadeia respiratoria (31).

A cadeia respiratoria mitocondrial consiste no conjunto de complexos transportadores de
elétrons, a Coenzima Q e a ATP sintase. Os elétrons provenientes de NADH e FADH; sdo carreados
de maneira sequencial pelos Complexos I, II, IIl e IV presentes na membrana interna da
mitocondria. Este fluxo de elétrons esta associado ao bombeamento de protons da matriz para o
espago intermembranar e o retorno desses protons pelo poro da ATP sintase acaba por ativar a
sintese de ATP (32). Nesta etapa, fica evidente a vantagem energética resultante do emprego de
oxigénio: sob condi¢des aerdbias, a completa oxidagdo da glicose rende de 30 a 32 moléculas de

adenosina trifosfato (ATP), enquanto a fermentagdo produz apenas duas (33).

Partindo de um carreador de menor potencial de redugdo (£°') para um de maior potencial,
os elétrons sdo transportados por complexos supramoleculares na seguinte ordem: Complexo I —
NADH — Ubiquinona (Coenzima Q), Complexo II — Succinato — Ubiquinona, Complexo III —

Ubiquinona — Citocromo ¢, Complexo IV — Citocromo ¢ — O, (Figura 1.3.2).
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Figura 1.3.2 — Representagdo dos componentes da cadeia respiratdria mitocondrial e os sitios de geragdo de
radicais livres. As setas representam o fluxo de elétrons pelos complexos, sendo os maiores sitios de escape
de elétrons e consequente formagao de radicais como o superdxido sdo os complexos I e I1I. Adaptado de
(34).

Apesar do seu papel na sintese de ATP, a mitocondria tem importante participagdo na
geracdo de radicais livres. O extravazamento de elétrons da cadeia respiratéria localizada na
membrana interna da mitocondria ¢ a principal fonte de geragao de radicais livres nesta organela. O
radical superoxido pode ser gerado durante a passagem de elétrons dos Complexos I e II (35) para a
Ubiquinona, quando a forma radicalar desta (CoQ’ °) pode reduzir O,. A semiquinona, forma
intermediaria da Ubiquinona, ¢ capaz de doar elétrons para o O,, como esse intermediario ¢é
formado no Complexo III, este também pode ser considerado um ponto de geragao de radical

superoxido.

Cerca de 0,1% a 4% do O, utilizado na respiracdo ¢ convertido para superoxido. Em
Escherichia coli, 0,1% do seu consumo de O, resultaria no acumulo de superdéxido em 5 uM/s,
contudo a concentra¢do se mantém em aproximadamente 1.107'° M — manutenc¢do em parte atribuida
a enzimas que catalisam a transmutagdo deste radical & peroxido de hidrogénio, as Superdxido

Dismutases (8).

1.3.3 Mecanismos de defesa antioxidante

Os mecanismos de defesa antioxidante exploram a fase de terminacdo das reagdes em cadeia
provocadas por espécies reativas, normalmente provocando a formagdo de um radical ndo ¢ muito
reativo na fase de propaga¢do. Os mecanismos utilizados na diminui¢do da exposi¢do ao oxigénio e
controle podem ser divididas em: evasdo, preven¢do, contengdo, reducao de danos e resposta ao

stress (33).
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e Evasdo: O primeiro mecanismo se refere ao abrigo em relagdo a exposicdo ambiental de
oxigénio, por producao de barreiras como mucos ou aglomeracao celular. Enquanto a pressao de
oxigénio (pO,) atmosférica encontra-se em 159 mmHg, no sangue venoso esta ¢ de 40 mmHg,
adicionalmente, a maioria das células eucaridticas possuem um gradiente de concentracdo de
oxigénio que diminui da membrana para a mitocondria: normalmente a pO; intracelular varia de 1

a 10 mmHg enquanto que na mitocondria ¢ < 0,5 mmHg (13).

* Prevengdo e contencdo: estdo relacionadas a moléculas capazes de transformar espécies
radicalares em outros compostos menos reativos, sendo que a prevencao refere-se a producao de
enzimas com func¢do antioxidante enquanto a contengdo refere-se ao recrutamento de moléculas
de diversas caracteristicas quimicas com capacidade de capturar espécies radicalares, como por

exemplo a bilirrubina (2).

* Reducdo de danos e resposta ao stress: estdo relacionados aos mecanismos de reparo de
biomoléculas e recrutamento de moléculas envolvidas na prevengdo e contengdo. O sistema de
reparo do DNA ¢ um exemplo da reduc¢do de danos e os fatores de transcricdo que aumentam ou
diminuem a expressdo de proteinas especificas sdo exemplos de mecanismos de resposta ao

stress.

Diversos estudos indicam que a existéncia de mecanismos de defesa e protegdo contra stress
oxidativo sejam anteriores ao aumento de oxigénio na atmosfera, refutando a hipotese do
'Holocausto de Oxigénio' proposta em 1986 por Lynn Margulis e Dorion Sagan (2), na qual grande
parte da vida anaerobia teria sido extinta com o aumento de oxigénio atmosférico provocado pelo
desenvolvimento da fotossintese (37). Margulis é uma das principais referéncias na teoria da
endossimbiose, na qual as células eucarioticas teriam surgido a partir da associagdo estavel entre
procariotos autotroficos, dessa forma as organelas presentes em células eucarioticas teriam origens
procaridticas distintas, sendo a mitocondria derivada de uma a-protobactéria (38). Porém, diversos
estudos contradizem a sua posi¢ao sobre a sensibilidade dos organismos anaerdbios em relagdo aos

niveis de oxigénio.

Especulagdes acerca da origem do sistema fotossintético, responsavel por clivar a dgua (do
inglés — 'water splitting'), apontam a sua evolugdo a partir de uma forma ancestral da catalase
(2,13), enzima que catalisa a reagao de formagao de agua e oxigénio molecular a partir do perdxido
de hidrogénio (H.0,). Partindo dessa linha de raciocinio, enzimas envolvidas na eliminagdo de
radicais livres precederam a fotossintese e seriam extremamente necessarias para as primeiras

formas de vida a colonizar ambientes expostos a uma atmosfera composta principalmente por
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nitrogénio e didoxido de carbono, sem qualquer prote¢ao contra a entrada de radiagao UV, como a

camada de ozonio.

A associacdo entre os danos causados por radiacdo ionizante e alta pressdo de oxigénio
levantada por Gershmman e Gilbert em 1954 (30) reforga a teoria da existéncia prévia das defesas
antioxidantes. A relacdo se d4 com a exposicdo da dgua a radiacdo ionizante que teria bombardeado
a Terra antes da formagdo da camada de ozonio, desencadeando uma série de reagdes produtoras de

radicais livres (Figura 1.3.3).
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Figura 1.3.3 — Representagdo esquematica dos intermediarios entre dgua e oxigénio molecular que sdo
obtidos a partir de rea¢des de oxidacao e reducao, a movimentagao de prétons ¢ omitida. Adaptado de (2).

Apesar de ndo ser um radical, o peroxido de hidrogénio ¢ potencialmente perigoso por ter
grande capacidade de difusdo, podendo alcancar o nucleo celular e desencadear reacdes geradoras

de radicais livres como o hidroxil, muito reativo e inespecifico.

Sob uma atmosfera de caracteristicas ndo oxidantes, elementos metalicos nao estariam
expostos a oxidagdo como nos dias atuais. Radicais livres também poderiam ter sido gerados devido
abundancia de ferro soluvel responsavel por desencadear reacdes de Fenton. Estas foram relatadas
pela primeira vez em 1876 por Henry Fenton como fonte de radicais hidroxil a partir de peroxido de
hidrogénio e ferro (13). Em um processo anilogo a passagem de elétrons para o oxigénio na cadeia
respiratdria, o ferro fornece elétrons gradativamente ao peréxido de hidrogénio, produzindo radicais

hidroxil.
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H,O, + Fe* ——> OH + OH + Fe’*

O radical superdxido ndo ¢ tdo reativo quanto radicais hidroxila, mas tem a capacidade de

recuperar o ferro férrico para o estado ferroso, podendo restabelecer as reagdes de Fenton.
O, + Fe3+*> O, + F62+

Diferente do radical superoxido, o hidroxil ¢ um forte e ndo-especifico agente oxidante que

pode reagir com acidos nucléicos, proteinas e lipideos.

Os macrofagos produzem radical superdxido com o auxilio da enzima leucocito NADPH
oxidase, quando o radical reage com o 6xido nitrico produz peroxinitrito, um agente oxidante e

nitrificante usado pelos macréfagos como primeira linha de defesa durante a fagocitose.

1.4 Superéxido Dismutases

Superdxido dismutases sdo oxidorredutases que metabolizam o radical superoxido evitando
o desencadeamento de reagdes oxidativas e prevenindo a formagdo de espécies reativas
responsaveis por causar dano celular extensivo (2,13,39). A existéncia dessas enzimas era associada
anteriormente apenas a organismos aerébios (40), atualmente consideradas ubiquas, a presenca
dessas foi confirmada em anaerdbios como Mathanobacterium thermoautotrophicum (41).
Acredita-se que algumas formas SODs teriam surgido antes da diferenciacdo entre Eubacteria e
Archaea (12) e ainda poderiam fazer parte do elenco de enzimas presentes no Ultimo ancestral

universal comum (LUCA, do inglés, Last Universal Common Ancestor) (2).

A necessidade da metabolizagdo do radical superdxido teria favorecido ao menos trés
eventos nos quais versoes diferentes de SODs foram produzidas — enzimas estruturalmente distintas
e com fungdes semelhantes sdo consideradas exemplo de evolugdo convergente (20). Apesar de
possuirem diferentes metais em seus centros cataliticos, as SODs apresentam grande similaridade
em termos de atividade enzimdtica. Essa diferenca permite classifica-las em: SODs de ferro
(FeSODs), manganés (MnSODs), cobre-zinco (CuZnSODs) e niquel (NiSODs) (42) (Figura 1.4.1
A). Os metais estdo diretamente relacionados com os mecanismos de catdlise € com a estrutura

tridimensional dessas proteinas (43).

As CuZnSODs teriam surgido em um evento posterior ao das demais SODs, uma vez que
sdo encontradas predominantemente em organismos mais complexos (Figura 1.4.1 B).
Adicionalmente, a baixa solubilidade do cobre em condi¢des anaerobias teria tornado inviavel seu

emprego como cofator enzimatico nas primeiras formas de vida devido a sua baixa disponibilidade
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ambiental (44). Encontradas na forma de enzimas diméricas, diversas estruturas semelhantes foram
determinadas para as CuZnSODs, inclusive para a enzima SOD1 humana (45), indicando alta
similaridade estrutural. Essa estrutura também permitiu estudar, detalhadamente, o papel de
mutagdes na SODI envolvidas na esclerose amiotrofica lateral (46), uma doenga
neurodegenerativa, progressiva e fatal, que causa degeneracdo dos neurdnios motores do sistema

nervoso central, os quais controlam o movimento muscular voluntario (47).

Em contrapartida, as formas de superdxido dismutases que possuem ferro estdo presentes
em organismos mais ancestrais, possivelmente devido abundancia desse metal na natureza e alta
disponibilidade como Fe*? antes do aumento da concentracdo de oxigénio na atmosfera, durante o
surgimento das primeiras formas de vida. O gene da FeSOD foi encontrado em eucariotos
primitivos, em cloroplastos de plantas e em bactérias (48); a proteina codificada forma dimeros

com ions ferro coordenados por trés histidinas, um aspartato e uma molécula de agua (49).

A MnSOD estd presente no citoplasma de bactérias, formando dimeros, e na matriz
mitocondrial das células eucarioticas, organizada em tetrdmeros (48). A enzima eucaridtica precisa
ser importada para a mitocondria, porque € codificada por um gene nuclear. Isso ocorre por a¢ao de
um peptidio sinalizador N-terminal, o qual ¢ clivado apds a importacdo para a organela. Em
Saccharomyces cerevisiae, a proteina MnSOD (Sod2p), codificada pelo gene SODZ2, acumula no
citosol, quando expressa sem o peptidio sinalizador. Além disso, essa proteina citoplasmatica nao
possui metal no seu centro catalitico e ¢ inativa, o que indica que Sod2p requer sua localizacao

mitocondrial para ser carregada apropriadamente com manganés (50).

Recentemente encontrada no genoma de diversas bactérias (39) e isolada pela primeira vez a
partir do citoplasma de bactérias do género Streptomyces, a NiSOD possui niquel em seu centro
catalitico e mecanismo de catalise nao completamente elucidado (42). As estruturas cristalograficas
de duas NiSODs, de S. seoulenses e S. coelicolor, foram resolvidas por dois grupos distintos (51,52)
que mostraram a organizagdo homohexamérica da enzima além da presenga de um motivo de nove
aminoacidos (His-Cys-X-X-Pro-Cys-Gly-X-Tyr) na por¢do catalitica N-terminal. Esses residuos
formam um gancho para complexagao de ions niquel e prové interagdes essenciais para ligagao do

metal e catalise.
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Figura 1.4.1 — A) Comparacgdo entre quatro estruturas de superdxido dismutases, da esquerda para a direita:
Streptomyces coelicolor NiSOD (PDB: 1t6u), CuZnSOD humana (PDB: 1pu0), E. coli FeSOD (PDB: lisa)
e E. coli MnSOD (PDB: 1vew). B) Distribui¢cdo ubiqua de superoxido dismutases em diferentes
compartimentos celulares, as cores das estrelas indicam o tipo de SOD: azul, CuZnSODs; laranja,
FeSODs; roxa, MnSODs; e verde NiSODs. A quantidade de estrelas indica a estrutura quaternaria
das enzimas, sendo duas para dimeros e quatro para tetrimeros. Adaptado de (12,42)

Apesar de possuirem estruturas e cofatores distintos, todas as classes de superdxido
dismutases sdo capazes de converter duas moléculas de superoxido em oxigé€nio molecular e
peréxido de hidrogénio consumindo dois protons por meio de reagdes de oxidagdo e reducao

ciclicas que envolvem o atomo metalico (49):
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O, + H" + SOD (M**).0H- — O, + SOD (M*?).0H,
0,~ + H* + SOD (M**).0H, — H,0, + SOD (M**).0H-

Apesar de gerar peroxido de hidrogénio, acredita-se que as SODs diminuiriam a
concentragdo celular desta molécula por evitar reagdes ndo enzimaticas de formagado de peroxido de
hidrogénio a partir do radical superoxido (53). Esta molecula deve ser posteriormente processada
por peroxidases, como a catalase, para que ndo haja acumulo de peroxido de hidrogénio no
organismo. Em humanos, o excesso de superoxido dismutase, que faz parte de uma das alteragdes
causadas pela trissomia do cromossomo 21, condi¢do da doenca conhecida como sindrome de
Down, resulta em acimulo de peroxido de hidrogénio e neste caso o excesso de SOD pode ser

prejudicial ao organismo (2).

1.4.1 Superoxido dismutases de ferro e manganés

Embora as estruturas de NiSOD e CuZnSOD sejam muito distintas, 0 mesmo nao ocorre
entre Fe ¢ MnSODs. Estas possuem sequéncias homoélogas e estruturas cristalograficas muito
similares (com estrutura do sitio de ligacdo ao metal praticamente sobreponivel) e provavelmente
evoluiram de um gene ancestral comum (48). Entretanto, a nivel catalitico, ambas as proteinas
divergiram o suficiente para que seus metais ndo possam ser intercambiaveis, produzindo uma
enzima funcional com a troca do cofator. Isso ocorre para a maioria das superéxido dismutases
estudadas, isto ¢, quando ferro substitui o manganés na MnSOD (Fe(Mn)SOD), ou Mn substitui o
sitio catalitico da FeSOD (Mn(Fe)SOD), ha perda parcial o total de atividade enzimadtica, indicando
que essas proteinas possuem alta seletividade por metal (42). Ambas as FeSODs e MnSODs
poderiam ter evoluido a partir de uma enzima cambialistica funcional com ferro ou manganés e
seriam versdes mais recentes e especificas de SODs ancestrais (12). As formas cambialisticas ainda
sdo encontradas em Archaea, Bacteria e Eucarya, este Gltimo grupo com menor representatividade,
até a presente data, enzimas cambialisticas eucaridticas foram encontradas apenas nos fungos
Antrodia camphorata (54) e Thallassiosira weissflogii (55). Dentre os organismos ndo eucariotos
que possuem enzimas cambialisticas estdo: aerobios estritos (Aeropyrum pernix (56)),
aerotolerantes (Propionibacterium shermanii (57)), anaerdbios facultativos (Streptococcus mutans
(58)), anaerdbios (Porphyromonas gingivalis (59)) e bactérias fotossintéticas (Rhodobacter

capsulatus — uma a-proteobactéria (60) e Chloroflexus aurantiacus (61)).

As superoxido dismutases de ferro e manganés tem a estrutura dividida em dois dominios,

N-terminal e C-terminal, o primeiro ¢ composto por duas hélices antiparalelas e o segundo possui



44

estrutura mista o/f (62). Cada dominio contribui com dois dos residuos que coordenam o metal e
portanto somente as formas diméricas sdo ativas, sendo que os tetrdmeros sdo a unido de dois
dimeros. Todas as subunidades da estrutura sdo iguais e portanto os oligdmeros sdo considerados
homodimeros ou homotetrameros. Ambos os tipos de SODs compartilham 28 aminoacidos
conservados, 4 deles diretamente envolvidos na coordenagdo do metal em um arranjo de bipiramide
trigonal: His*® (NE2), His”® (NE2), Asp'*® (OD1) e His'“ (NE2) de acordo com a numeragio da

159 outro

FeSOD de E. coli. A histidina H'® faz uma ponte salina na interface dimérica com Glu
residuo conservado em ambas as SODs. A interface dimérica ¢ o principal canal que conduz o
substrato ao sitio catalitico, neste canal outros 8 residuos conservados estdo presentes e cada cadeia
contribui com 4 residuos: His*®, Ser'®, Trp'*®, His' e Gly'", E'®*, Tyr'®, Asn'®* (39). O mecanismo
de reacdo mais aceito é: Trés ligantes da cadeia polipeptidica, His™, Asp'*® e His'®, coordenam o
metal no plano equatorial, de forma a compor a base da bipirdmide trigonal, nas posi¢des axiais o
metal é coordenado por His*® ¢ por um quinto ligante proposto ser OH~ em pH neutro (Figura 1.4.2
A). Nao ha grande diferenga estrutural dos sitios entre as formas reduzida ou oxidada, porém a
distancia da ligacdo entre o metal e o hidréxido aumenta e pelo pKa acredita-se que, na forma
reduzida, este ligante seja uma agua (Figura 1.4.2 B). A aproximagdo do radical superoxido ¢
0

permitida pela orienta¢do na qual se encontram os anéis imidazol das duas histidinas His™ e His'®

que formam um funil de acesso ao substrato. A ligacao do radical ao sitio parcialmente aberto, trans

ao Asp"® (OD1) (Figura 1.4.2 C) resulta na formagio de um octaedro distorcido.
C o) A = () B @
0 OV
@ i L -".'I.>,;.- ,'fl'-j'l e (D
® . @®— (w0 —
- 1. 5A Ax [ M Il

Figura 1.4.2 — Representacdo do sitio catalitico das superoxido dismutases de ferro e manganés nas formas
oxidada (A), reduzida (B) e com ligante (C). Adaptado de (17).

Apo6s a ligagdo do superdxido, o metal ¢ reduzido e a transferéncia de elétron gera o
oxigénio molecular. Para restaurar a carga total +1, o solvente que coordena o metal ¢ protonado a
H,O e a enzima pode receber o segundo superoxido. Esse sera reduzido e receberd dois protons,
sendo que um deles ¢ proveniente da agua que coordena o metal reduzido (49). Acredita-se que a

etapa limitante da catalise ¢ a dissociagdo do perdxido de hidrogénio (63). Uma representacdo do
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mecanismo de agdao das SODs pode ser verificada na figura 1.4.3.

OH - OlH
\ 2 (Asp)O N(His)
Asp)O l e
(Asp) N M3*_N(His) - = (His N’M‘o
- s) |
(HissN 7| . \
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H* O,

OH OH,
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(His)N \H N(His)

Figura 1.4.3 — Representacao esquematica das reacdes envolvidas no mecanismo de agdo das superdxido
dismutases de ferro e manganés. O ciclo envolve a reducdo e oxidacdo do metal no sitio ativo, representado
pela letra M. Adaptado de (17).

A molécula de solvente que coordena o metal faz parte de uma rede de ligagdes de
hidrogénio que facilita a movimentagdo de protons entre o solvente do sitio catalitico e os residuos
das posicdes 34 e 141 (64), sendo que a posi¢do 34 ¢ sempre ocupada por uma tirosina (Tyr*) e a

141 pode variar entre uma alanina (Ala'*") ou glutamina (GIn'*

— de acordo com a numeragao da
MnSOD de E. coli), em FeSODs ou MnSODs, respectivamente. Os protons envolvidos nessa rede,
além de participar da rea¢do de catalise, ajustam o potencial de redu¢do do sitio de forma que a

modulagdo dos pKs desses protons ajustam o E., necessario para as seguintes reacoes (65):
O,” + 2H" + e~ — H;0, E»=0,89 V vs. NHE (a)
0, + e > O,y En=-0,16 Vvs.NHE (2)

Para que a enzima se utilize do metal para a catalise, esta deve diminuir o E,, dos pares Fe**/Fe** e
Mn?**/Mn?** (valores citados anteriormente no item 1.2), para um E,, que esteja entre os valores das
das recdes 2a (0,89 V) e 2b (-0,16 V), considerado 6timo quando proximo a 360mV vs. NHE (12).

Nessa faixa de E, a enzima € capaz de oxidar o radical superéxido e manter o E, baixo o suficiente
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para que possa passar um elétron para um segundo radical, ao mesmo tempo ¢ capaz de reduzir
superoxido mantendo E., alto o suficiente para subtrair um elétron deste. O valor de E, para
enzimas de ferro ¢ de aproximadamente 0,1 V enquanto que para as de manganés ¢ de
aproximadamente 0,3 V, enzimas com metal substituido podem apresentar E,, muito alto oxidando
o radical e ndo passando o elétron (Mn(Fe)SOD) ou podem apresentar E,, muito baixo reduzindo o

radical sem conseguir extrair um elétron (Fe(Mn)SOD) (12,66,67) (Figura 1.4.4).

3+2+ T
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I 3412+
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(Mn)SOD

MnSOD
"
FeSOD +

' ®
0.2V

Fe(Mn)SOD
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Figura 1.4.4 — Representacdo esquematica do ajuste do E,, em FeSODs (~100mV) e MnSODs (~300mV) ou
por enzimas com metais substituidos, Mn(Fe)SODs (>870mV) e Fe(Mn)SODs (~ -200mV), em relacdo ao
E. necessario para que as semi-reagdes de catalise ocorram (12).

A capacidade de reestabelecer o estado de oxidacdo inicial do metal faz das SODs
independentes de outros sistemas de transporte de elétrons. SODs substituidas podem continuar
consumindo radical superoxido, mas dependeriam de outros sistemas para manter a reagdo de

dismutagdo do radical em série (12).

Apesar das diferencas classicas encontradas nestas SODs, alguns organismos possuem
enzimas tetraméricas ligadas a ferro com caracteristicas de MnSODs, como resisténcia a ions
azoteto e perdxido de hidrogénio (41). Embora essa substitui¢do de metais possa ser obtida, as
atividades dismutasicas resultantes sdo muito reduzidas quando comparadas com as proteinas na

presenca dos metais proprios (39,64). Usualmente FeSODs sdao diméricas e MnSODs tetraméricas,
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porém algumas excessdes ja foram encontradas. Uma cianobactéria, Anabaena PCC 7120, possui
MnSOD ligada & membrana (68) e assim como as MnSODs de Bacillus Anthracis (SODAI e
SODA?2) (69), sao diméricas. Alguns residuos estdo relacionados ao estado de oligomerizagido das
SODs, em tetrameros as posigdes 22 ¢ 65 sdo ocupadas pelos residuos treonina e fenilalanina,
respectivamente. Estes sdo trocados por isoleucina e asparagina em dimeros. As posicoes 22 e 65
estdo localizadas nas duas extremidades da interface dimérica e as interacdes do residuo 65 sdo
responsaveis por unir as hélices da por¢do N-terminal de ambas as cadeias. Em dimeros essas

hélices terminais sdo mais curtas.

Diversos métodos sdo usados para andlise de centros metalicos em enzimas, principalmente
métodos espectroscopicos e magnéticos em conjunto com diferentes tipos de perturbagdo quimica:
modificacdo de residuos, ligacdo de inibidores, oxidagdo seletiva dos centros metalicos, remogao do
metal para obtencdo da apoenzima e reconstituicdo com diferentes metais. Outras abordagens sao
usadas para predicdo de sitios de ligagdo e modulacdo da atividade. Neste sentido, diversas
ferramentas de bioinforméatica vem sendo desenvolvidas com o intuito de analisar centros metalicos
por meio de informagdes como o conteudo de aminoacidos ou de estruturas secundarias presentes

nas proteinas.

1.5 Analise por Acoplamento Estatistico e evoluciao de proteinas

A andlise de acoplamento estatistico requer um alinhamento de multiplas sequéncias (MSA,
do inglés multiple sequence alignment) de diversos organismos, utilizado como fonte de dados
evolucionarios de uma determinada familia de proteinas. A partir deste alinhamento sdo calculados

dois parametros, AG™ e AAG™, os quais estdo relacionados, respectivamente, & conservagao de um
dado residuo no alinhamento e ao acoplamento entre dois residuos distintos (70). O parametro AG™
mede o quanto a distribuicdo de aminoacidos em uma dada posi¢do do MSA distancia-se da
freqiiéncia observada aleatoriamente na natureza. O segundo parametro, AAG™, mede a variagdo de

frequéncias de aminoacidos em uma dada posi¢ao, quando outra ¢ fixada (Figura 1.5.1).

Se o0 MSA ¢ composto por um numero suficientemente grande e diverso de sequéncias
individuais, admite-se que se um residuo / ndo contribui para a estrutura e fungao da proteina sua
freqiiéncia no MSA deve ser proxima do valor médio calculado para todas as proteinas. Entretanto,
se residuos i, j, k fazem alguma contribuicdo, suas distribuigdes deveriam desviar dos valores

médios, e a extensdo desses desvios quantificaria a pressdao evolucionaria recebida nestes sitios. Se
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dois sitios i e j estdo acoplados, ambos devem exercer restricdo evoluciondria mutua, representada
por seu acoplamento estatistico; isto €, a distribui¢do de aminoacidos na posi¢do i deve depender da
distribuicdo na posicao j. Residuos ndo acoplados i e k apresentariam independéncia entre suas

distribuicdes de aminoacidos, apesar de sua conservagao local no MSA.

Essas consideragdes sdo mais evidentes em um experimento de perturbacdo, no qual se fixa a
distribuicdo de aminoacidos em um dado residuo e observam-se as alteragdes de distribui¢ao dos
demais sitios (Figura 1.5.1 B, 1.5.1 C). Se o residuo i for fixado em histidina, obtém-se um
subalinhamento a partir do MSA (1.5.1 C). Se esse subalinhamento ¢ suficientemente grande e
diverso, o sitio / permanece com distribuicdo média aleatéria, k mostra-se independente de i, porque
sua distribui¢do ndo muda significativamente e o sitio j mostra um acoplamento ao sitio #, porque
sua distribui¢do altera apds a perturbagio escolhida (compare Figura 1.5.1 B com 1.5.1 C). E essa

alteracdo na distribui¢do de aminodcidos de residuos acoplados que pode se mensurada como

acoplamento estatistico de energia AAG™.
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Figura 1.5.1 — Método de perturbagao estatistica para medir acoplamentos entre residuos de proteinas. A —
proteina hipotética contendo quatro residuos i, j, k e I. O residuo / ndo contribui para a estrutura tampouco
funcio; i, j e k contribuem, em alguma extensdo; / e k atuam, independentemente, um do outro; i ¢ j,
cooperativamente. Portanto, / é energeticamente fraco, i e k sdo energeticamente aditivos, i € j,
energeticamente acoplados. B — representacdo esquematica de um MSA de uma familia de proteinas. Linhas
horizontais representam sequéncias de proteinas individuais. As frequéncias dos aminoacidos no MSA estdo
indicadas. C — Subalinhamento resultante de um experimento de perturbacdo onde o sitio i é fixado em
histidina. Adaptado de (71)

1.5.1 SCA e evolugao das SODs de ferro e manganés

Essa abordagem foi aplicada a familia das Fe/MnSODs, obtendo-se 3 aglomerados distintos

de residuos acoplados, envolvidos na oligomerizagao e na distingdo entre FeSOD ¢ MnSOD (10).

As posicdes relacionadas a oligomerizagdo, encontradas no primeiro aglomerado (Figura

8

1.5.2), incluiam os aminoacidos Glu*®, Asn®, Thr* Pro'*® e Phe'?', previamente apontados por

Wintjens e colaboradores (39,72). Dois residuos adicionais (Ala’ e Trp™) foram encontrados no
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aglomerado 2, que define residuos caracteristicos de enzimas diméricas de ferro (Phe’, Ala’, Ala'®,
GIn™ ¢ Phe”) ou FeSOD em geral (Asp'™). O terceiro aglomerado continha os residuos presentes
nos membros das MnSODs (GIn'¥, Gly™, Asp'*® e Met*), descritos por Wintjens, e outros trés
adicionais ainda ndo descritos: Ala*, Gly'”® e Gly”'. Assim, a analise mostrou padrdes diferentes
entre os acoplamentos de residuos para as proteinas de Fe e Mn, e os aminoacidos estatisticamente
acoplados agruparam-se proximo ao nlicleo de residuos responsaveis pela formagiao dos centros

metalicos, sugerindo que sdo responsaveis pelo ajuste fino da especificidade por metal.

A

121 148 68 24 146 145 258 71 72 78 170 &7

Figura 1.5.2 — Analise de acoplamento estatistico na familia das Fe/MnSODs. A) Aglomerado final de
residuos acoplados estatisticamente. No eixo vertical estdo os experimentos de perturbagdo estatistica e no
eixo horizontal os aminoacidos acoplados. Os nimeros correspondem aos diferentes aglomerados, sendo 1

para os residuos associados com dimerizacdo; 2 com FeSODs em amarelo, também mapeado na estrutura da

TbFeSODB?2 (B) e; 3 com MnSODs em violeta, também mapeado na estrutura da ToFeSODB2 (C). O

nucleo de residuos altamente conservados ¢é representado por uma malha. Adaptado de (10).

Corroborando com essa hipotese, estudos de mutagénese sitio-dirigida na SOD
cambialistica de Porphyromonas gingivalis permitiram converté-la em uma enzima ferro-especifica,

substituindo-se a glicina 159 por treonina (73). Esse residuo faz parte do aglomerado 3 obtido por
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SCA, e sugere que outros residuos deste aglomerado podem estar relacionados ao ajuste fino da

especificidade por metal; o que pode ser explorado em futuros experimentos de mutagénese.

Em geral, SCA proporciona aglomerados Unicos para um MSA, mas pode gerar resultados
similares aos de Fe/MnSODs em outras familias de proteinas, onde se obtém mais de um
aglomerado de residuos na analise. Todavia, até recentemente, esse fendmeno ndo tinha recebido
nenhuma interpretacdo, restringindo SCA a identifica¢do de redes de aminoacidos energeticamente
acoplados, descrita anteriormente. O trabalho de Bachega ¢ colaboradores mostra que esse
particionamento dos aglomerados esta intimamente ligado a fungdo das proteinas de uma familia;
neste caso a escolha por metal ou estado oligomérico (10). O grupo de Rama Ranganathan, no
mesmo ano, aplicou SCA a familia das S1A serina-proteases; uma andlise que resultou na
decomposi¢do da familia em 3 agloremados quase independentes, denominados “setores protéicos”
(74). Cada setor estava relacionado a um dominio especifico da estrutura terciaria e possuia um
papel funcional distinto na familia, indicando divergéncias estruturais independentes, como

observado nas SODs de ferro e manganés.

Os setores protéicos expressos na forma de aglomerados obtidos em SCA refletem a historia
evolucionaria das proteinas de uma dada familia. Logo, como as SODs de Fe e Mn possuem
estruturas tridimensionais sobreponiveis, indicando grande conservagdo em seu arcabouco, mas
apresentam especificidades por metal distintas, tanto biologicamente, quanto evidenciado por SCA,
deve ser possivel tracar um caminho evolutivo no qual uma proteina de Fe pode ser convertida em
MnSOD (e vice-versa), através de mutagéneses nos residuos identificados nos setores protéicos.
Essa idéia de constru¢cdo de novas proteinas também ¢ refor¢ada pelos resultados obtidos com o

desenho de novos dominios WW supracitados (75).

1.6 Proteinas modelo do estudo

Os organismos cujas proteinas serviram de modelo para o estudo sdo o protozodrio

Trypanosoma brucei (TbFeSODB2) e o fungo Trichoderma reesei (TtMnSOD).

1.6.1 Trypanosoma brucei

Protozoarios da familia Trypanosomatidae pertencem a ordem Kinetoplastida que forma o

filo Euglenozoa junto com dois outros grupos de organismos, Diplonemida e Euglenida. A ordem
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Kinetoplastida compreende eucariotos flagelados ancestrais que divergiram logo apos a aquisi¢ao
da mitocondria (76,77), dentre eles estdo tripanossomatideos de grande importincia médico-
veterindria como os protozodrios dos géneros Leishmania e Trypanosoma. Estes parasitas sdo
transmitidos para mamiferos por diferentes vetores artropodes, sendo responsaveis por
manifestagdes clinicas como a tripanossomiase africana — Trypanosoma brucei, Doenga de Chagas
— Trypanosoma cruzi e Leishmaniose — Leishmania spp., todas consideradas Doengas Tropicais
Negligenciadas pela OMS (Organizacdo Mundial da Saude). O ciclo de vida do protozoario
compreende a alternancia entre o vetor inseto € o hospedeiro mamifero, bem como entre formas
celulares proliferativas e ndo proliferativas passando por complexas mudancas morfoldgicas e
bioquimicas. Na primeira fase, no intestino do hospedeiro invertebrado, adotam forma flagelada e
estilo de vida extracelularas com formas designadas prociclica, epimastigota ou promastigota para
T. brucei, T. cruzi ou Leishmania spp., respectivamente. J4 no hospedeiro vertebrado, a morfologia e
o sitio de infecg¢do varia de acordo com a espécie. 7. brucei permanece flagelado e com estilo de
vida extracelular presente no sistema circulatdrio e linfatico, forma conhecida como sanguinea ou

tripomastigota.

A tripanossomiase africana, também conhecida como doenca-do-sono consiste na
transmissdo de protozoarios da espécie Trypanosoma brucei ao vetor mamifero por insetos do
género Glossina (mosca tsé-ts€, G. palpalis) encontradas apenas na regido da Africa subsaariana
restringindo o foco da doenca para esta regido (78). 7. brucei pode provocar doengas de
caracteristicas diferentes dependendo da sub-espécie do parasita. Manifestagdes agudas ou cronicas
sdo causadas pelas sub-espécies 7. brucei rhodesiense ou T. brucei gambiense, respectivamente. O

primeiro ¢ encontrado no leste da Africa enquanto o segundo na regido central.

Estes parasitas possuem caracteristicas unicas como a preseng¢a de uma Unica mitocondria
tubular que se extende pela célula, a compartimentalizacdo quase completa da via glicolitica dentro
de uma organela designada glicossomo, uma estrutura discéide denominada cinetoplastideo que
contém o DNA mitocondrial (kDNA), dentre outros aspectos particulares do metabolismo dos
tripanossomatideos (79). Os mecanismos de remocao de radicais livres e de defesa antioxidante
também sdo caracteristicos, ndo possuem catalase ou glutationa peroxidase, mas tripanotiona,

triparredoxina peroxidase e ascorbato peroxidase (79).

Assim como outros tripanossomatideos, 7. brucei possui multiplas superoxido dismutases de
ferro muito semelhantes entre si reguladas de acordo com o ciclo evolutivo do parasita (80). As
quatro enzimas sdo encontradas em compartimentos celulares diferentes, FeSODA e FeSODC sao

expressas na mitocondria de formas prociclicas enquanto FeSODBI1 ¢ encontrada no citoplasma e
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FeSODB2 no glicossoma. As relagdes filogenéticas sugerem que os genes dessas enzimas foram
adquiridos em mais de um evento de transferéncia génica e um de duplicacdo (6). Nenhuma outra

forma além da FeSOD foi relatada até o momento nos protozoarios da familia Trypanosomatidae.

A presenca de multiplas superoxido dismutases de ferro muito semelhantes entre si em um
mesmo organismo ocorre em outros protozoarios como Toxoplasma gondii e Plasmodium
falciparum pertencentes ao filo Apicomplexa, acredita-se que essa caracteristica seja resultado de
duplicagdo génica recente. As enzimas de Perkinsus marinus, um trofozoario que prolifera em
homocitos de ostras — Alveolata como os Apicomplexa — ndo sdo tdo semelhantes entre si,
compartilham menos de 40% de identidade sequencial, apresentando divergéncias notaveis entre
residuos da interface dimérica e da segunda camada ao redor do sitio ativo. Bem como as enzimas
dos tripanossomatideos, as PmSOD 1 e 2 de P. marinus também fazem parte de compartimentos

celulares distintos (81).

Outros mecanismos estdo envolvidos na retirada de radicais livres nesses protozodrios. Por
ndo possuirem catalase, outras enzimas estdo envolvidas na retirada de peroxido de hidrogénio
como as tiol peroxidases e citocromo c¢ peroxidase na mitocondria. A morfologia dessa organela
varia de acordo com o ciclo de vida do parasita, volumosa nas formas prociclicas e reprimida nas
formas sanguineas quando o protozodrio obtém energia apenas da glicolise (82). Essa caracteristica
altera o padrao de geracdo de radicais livres na mitocondria e explica em parte a regulagdo das

SODs de acordo com o ciclo evolutivo do protozoario.

Com o intuito de verificar as predi¢des feitas pela analise de acoplamento estatistico e de
estudos prévios em relagdo a especificidade por metal das superoxido dismutases de ferro ou
manganés, o presente estudo utilizou a proteina TbFeSODB2 como modelo para conduzir a
producao de proteinas com alteragdes de aminoacidos capazes de modificar a especificidade desta

enzima de ferro por manganés.

1.6.2 Trichoderma reesei

Organismos pertencentes ao género Trichoderma tem como hatitat o solo, sdo fungos
colonizadores ubiquos de materiais compostos por celulose, estando presentes na madeira em
decomposi¢cdo e matéria vegetal. Seu metabolismo versatil e natureza competitiva permite que
sejam predominantes em diversas zonas climaticas. E encontrado normalmente no sélo proximo as
raizes de plantas (rizéforo), o qual é afetado pela secre¢do proveniente dessas raizes e onde ha

grande proliferacdo de outros microrganismos, podendo colonizar a propria raiz se tornando um
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endofito (83)

O género contém mais de 200 espécies definidas molecularmente (84). T. longibrachium e T
orientale podem atuar como patdégenos oportunistas em individuos imunodeprimidos, porém com
consequéncias menos severas que outros fungos. 7. aggressivum, T. pleuroticola, T. pleurotum e T.
mienum sao micoparasitas de cogumelos comerciais, como Agaricus bisporus (Champignon),

resultando em grande perda econdmica neste setor.

Os estudos mais detalhados sobre o organismo foram iniciados nos anos 70 nos Estados
Unidos durante a 'Primeira Crise do Petréleo', quando novos métodos de obtencdo de combustivel
foram explorados. Um organismo isolado durante a Segunda Guerra Mundial, responsavel por
acelerar o processo de decomposi¢do de objetos dos soldados, foi alvo de estudo devido a sua
capacidade celulolitica. A espécie designada Trichoderma viride foi identificada como o organismo
responsavel pela decomposicao dos objetos feitos de algoddao dos soldados que estavam na regido
do Pacifico Sul. Apdés uma série de mudangas de classificagdo e nomenclatura, a espécie ficou
conhecida como Trichoderma reesei (85), sendo a forma assexuada de um Ascomiceta tropical

muito comum, Hypocrea jecorina (83).

T. reesei ¢ um fungo filamentoso que produz esporos esverdeados (Figura 1.6.1). O isolado
original (QM6?%), clone haploide assexual, tem sido propagado em laboratério e estudado
principalmente em relagdo & sua importante capacidade celulolitica. E um organismo de ampla
aplicacdo industrial para produg¢do de enzimas, metabolitos secundarios e subprodutos, outras
espécies do género sdo empregados na agricultura. Como ferramenta de biocontrole possui a
habilidade micoparasita que permite a competi¢ao com fungos patogénicos de platagdes, impedindo
que os vegetais sejam afetados. Podem ser encontrados em quase qualquer tipo de plantacao,
participando de diversos processos que beneficiam a lavoura: indugdo de resisténcias, aumento da
disponibilidade e captagdo de nutrientes, promovento o desenvolvimento vegetal e degradando

pesticidas xenobidticos. Desta forma ¢ comercializado como biofungicidas, biofertilizantes e

melhoradores de solo.
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Figura 1.6.1 — Aspectos caracteristicos de Trichoderma spp. a T. reesei e b T. atroviride propagando em
placas, ¢ T reesei ou H. jecorina crescendo sob a luz do dia e demonstrando conidiacdo dependente da luz, d
formagao de corpos frutiferos de 7. reesei cruzando com um isolado selvagem de H. jecorina, (e, f) T.
longibrachiatum germinando e crescendo em células humanas, (g, i) 7. reesei (esquerda) em confronto com
Pythium ultimum (direita), h T. atroviride (esquerda) em confronto com R. solani (direita). Adaptado de (86)

Também produz enzimas hidroliticas capazes de agir sobre diferentes materiais vegetais que
contenham celuloses e hemiceluloses. Diversos estudos envolvendo mutagénese da sequéncia
condificante dessas proteinas visaram a produ¢do de enzimas com atividade catalitica aprimorada,
diversificando os substratos usados para produgdo de agucares fermentaveis, tornando o uso deste

organismo uma importante ferramenta de produg@o de enzimas a nivel industrial.

As enzimas produzidas pelo organismo tem aplicagdes no tratamento de fibras téxteis e de
papel, no setor de bebidas e alimentos industrializados, bem como na produgdo de etanol de
segunda geracdo. Posteriormente um método eficiente de transformacao foi desenvolvido para T.

reesei € 0 organismo comegou a ser usado para expressao heterologa de proteinas.

Uma superoxido dismutase de manganés (TrMnSOD), ja foi caracterizada em 7. reesei e

pode estar intimamente relacionada ao uso de celulose pelo organismo. O metabolismo da celulose
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necessita de maior atividade mitocondrial, fator considerado responsavel pelo aumento da geracao
de radical superoxido e maior mobilizagdo para retirada dos radicais gerados. Apesar de
normalmente serem encontradas na mitocondria em eucariotos, a MnSOD de 7. reesei ndo possui o
peptideo sinal necessario para importagdo para a mitocondria e deve fazer parte de uma resposta de

defesa no citosol contra a geragao mitocondrial de radicais livres (7).
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Identificar os determinantes estruturais do ajuste fino da especificidade por metal de MnSOD e

FeSOD.

2.2 Objetivos Especificos

Construir mutantes de TbFeSODB2, a partir de residuos identificados nos aglomerados 2 e 3
no estudo de acoplamento estatistico feito anteriormente, de modo que se possa converter

uma enzima de ferro em manganés;

Expressar e purificar, cristalizar e resolver a estrutura da MnSOD de Trichoderma reesei;

Expressar, purificar, cristalizar e resolver a estrutura cristalografica dos mutantes de

TbFeSODB2;

Analisar a atividade enzimatica das SODs mutantes;

Analisar a geometria local dos metais nos mutantes através de Resondncia Paramagnética

Eletronica (EPR).
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3 MATERIAIS E METODOS

Todas as solugdes foram preparadas com 4gua deionizada ou purificada no sistema Milli-Q

(Millipore), de acordo com métodos ja& descritos (87).

3.1 Analise de alinhamento por acoplamento estatistico

Com o intuito de verificar a consisténcia dos resultados, a analise de acoplamento estatistico
foi refeita com a versdo mais recente do PFAM (27.0), anteriormente a anélise havia empregado a
versao PFAM 22.0 (10). O PFAM divide a familia das superéxido dismutases em dois dominios, o
N-terminal (PF00081) e o C-terminal (PF02777). O alinhamento dos dois dominios foram obtidos
diretamente do PFAM e um arquivo de alinhamento tunico foi gerado cruzando todas as sequéncias
presentes nos dois alinhamentos, a partir do programa alignmerge do pacote PFSTATS (88). O
alinhamento final foi filtrado de forma a eliminar fragmentos e sequéncias mal alinhadas usando um
minimo de 80% de cobertura e 20% de identidade em relagdo a superdxido dismutase de 7. brucei
(Q2KN30 9TRYP). Para evitar redundancia, comparou-se todas as sequéncias no alinhamento e a
cada vez que sdo encontradas duas sequéncias com mais de 70% de identidade entre si a menor
delas ¢ eliminada. Os alinhamentos das sequéncias foram visualizados e editados no programa

Jalview (89).

3.2 Mutagenese sitio-dirigida por PCR e clonagem dos mutantes

O isolamento de DNA, andlise com enzimas de restri¢do, eletroforese em gel de agarose e

procedimentos de clonagem foram realizados utilizando técnicas ja estabelecidas (87).

O fragmento correspondente & TbFeSODB2 clonado no vetor pET-28a(+) (Novagen) (90),
concedido por J.F.R. Bachega, foi extraido deste vetor por digestdo com as enzimas de restri¢ao

Ndel e Xhol e subclonado no vetor pSMT3.

A mutagénese sitio-dirigida foi realizada conforme método previamente descrito (91). As
sequéncias dos primers de extremidade utilizados sdo descritas na tabela 3.2.1 e as mutagdes foram
inseridas por um conjunto de oligonucleotideos iniciadores (Primers) (tabela 3.2.2) que continham
as mutacdes a serem propagadas por PCR (do inglés, “Polymerase Chain Reaction”), pelo método

de sobreposicao e extensao (do inglés, “Overlap Extension PCR”) (92).

Para que as mutagdes de interesse fossem introduzidas, oligonucleotideos parcialmente
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complementares ao alvo foram desenhados, de tal modo que ainda se liguem a molécula, mas
introduzam a mutacao desejada ao produto de PCR (Figura 3.2.1). Um sitio de restri¢do artificial foi
inserido por mutagénse silenciosa, para verificagdo dos clones obtidos. Essa estratégia produz,
inicialmente, duas reagdes de mutagénese, cujos produtos de PCR possuem extremidades que se
sobrepoe (aproximadamente 20 pb). Esses produtos foram combinados, € uma nova amplificagao
por dez ciclos foi realizada para permitr a formacdo da molécula completa e, em seguida, primers
nas extremidades amplificaram o produto de PCR final, que resultou na molécula desejada com a

mutacao inserida.

a c=
A " b 4
“<b ey
PCR #1
Primersa+b,c+d
B AB &

CD

-+
\ PCR #2
Primersa +d

* AD

Figura 3.2.1 — Mutagénese sitio-dirigida por sobreposi¢ao e extensdo, mediada por PCR. A) Primers internos
(c e b), parcialmente complementares a fita molde, sdo usados para introduzir a mutagao de interesse e
primers das extremidades (a e d) s@o utilizados no primeiro experimento de PCR; B) Fragmentos resultantes
da primeira série de amplificagdes (AB e CD); C) Fragmentos AB e CD sendo unidos pelo segundo
experimento de PCR utilizando apenas primers a ¢ d; D) Fragmento resultante da segunda série de
amplificagdes e; E Insercdo do fragmento em vetor de expressao.

Tabela 3.2.1 — Sequéncias dos primers de extremidade utilizados na mutagénese sitio-dirigida por Overlap
Extension PCR para fragmento correspondente ao gene de TbFeSODB?2.

Sequéncia
(5'-3"

p-SMT3-F GACTGACCTAGGGCAGCAGCCATCATCATC
p-SMT3-R GCTAGTTATTGCTCAGCGGTGCAGCAGCCAAC

Primer
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Tabela 3.2.2 — Sequéncias dos primers internos utilizados para a mutagénese sitio dirigida por Overlap
Extension PCR para fragmento correspondente ao gene de TbFeSODB2. Os sitios de restricdo incluidos
encontram-se destacados em azul.

Sequéncia Sitio de
(5'-3") restrigio
PrimerF(V25M-F)

VISM GOGATTAGCCGCAAAGGGTATTTCGAAGGAAATOGOTGACGTTTCAC Bstbl

o PrimerR({V25M-R) ’

GTGAAACGTCACCATTTCCTTCGAAATACCCTTTGCGGCTAATCC

PrimerF{AT1G-F)

ATIG ATCTTCAACCTTGGGGCGCAGATCTTTAACCATAACTTCTAC Bglll
) PrimerR{AT1G-R)

GTAGAAGTTATGGTTAAAGATCTGCGCCCCAAGGTTGAAGAT
PrimerF(Q72G-F)

CCCATCTTCAACCTTGCGGUGGOAATATTTAACCATAAC
PrimerR{Q72G-R)
GTTATGOGTTAAATATTCCCGCCGCAAGGTTGAAGATGOG

PrimerF{A1450)-F)

GTATTTCAAACGCATGATCAAGGTTGCCCACTGACTGAAGCG
PrimerB(A1450Q-R)

CGCTTCAGTCAGTGGGCAACCTTGATCATGCGTTTGAAATAC
PrimerF(A159G-F)

CTCAAGCCGATTCTCGGCTGCGACGTCTGGGAGCATGCTTAC
PrimerR{A159G-R)

GTAAGCATGCTCCCAGACGTCGCAGCCGAGAATCGGCTTGAG
PrimerF(D1700Q-F)

D1700 GTTTGOGGAGCACGOCGTACTATATTCAATACAAGAATGACCG Miul

e PrimerR(D1700)-R) ’

CGOGTCATTCTTGTATTGAATATAGTACGCGTGCTCCCAAAC

Mutacio

Sspl

Bell

Aatll

Apoés clonagem em vetor de expressdo, os clones positivos puderam ser facilmente
identificados por andlise com enzima de restricdo que cliva no sitio inserido pela mutagénese

silenciosa.

Para verificar a fidelidade das sequéncias, os clones positivos foram submetidos ao
sequenciamento automatico de DNA com primers T7 promoter e terminatior complementares ao
vetor, utilizando o equipamento ABI 3130x1 (Applied Biosystems™) do Laboratorio de Biofisica
Molecular (IFSC — USP) e em colaboracao com o professor Flavio Henrique Silva (Departamento

de Genética e Evolugao - UFSCAR). Os cromatogramas gerados foram analisados

Os seis mutantes obtidos foram designados do gene da TbFeSODB2 foram subclonados no
vetor de expressao pET28a(+) com cauda de seis histidinas (6x His-tag) e um sitio de clivagem para
trombina. O gene da TrMnSOD foi subclonado no vetor de expressdao pSMT3 com 6x His-tag e um

sitio de clivagem para ULP1. Ambos foram introduzidos em na cepa de expressdo E. coli BL21



60

(DE3) por choque térmico com cloreto de calcio.

As bactérias foram plaqueadas em LB-agar, incubadas a 37 °C e as colonias que cresceram

foram propagadas novamente em LB, parte foi estocada e parte analisada em eletroforese

3.3 Ensaios de expressao das proteinas mutantes

A producdo de proteina em pequena escala foi conduzida em frascos de 100 mL, nos quais a
cepa E. coli BL21 (DE3) (Novagen™) contendo o vetor com o gene do mutante de interesse foi
propagada em 50 mL de meio LB ou M9 (tabela 3.3.1) contendo canamicina (50 pg/mL), sob
agitacdo em shaker a 200 rpm, a 37 °C, até que a densidade celular lida em espectrofotometro a 600
nm (Asoo) atingisse absorbancia de 0,6. Em seguida a cultura foi ambientada a temperatura na qual a
inducao seria realizada, sem que a Ao ultrapassasse 0,8. A indugdo foi feita com a adigdo de IPTG
(isopropil-B-D-1-tiogalactopiranosideo) a cultura para uma concentragdo final de 0,1 mM, a cultura
foi propagada sob agitacdo em shaker a 200 rpm, a 37, 30, 25 ou 20 °C por 20 horas. Quando

necessaria, a suplementacdo do meio com 0,1 mM MnCl, ou FeSO., foi feita logo antes da indugao.

Tabela 3.3.1 — Composi¢ao dos meios de cultura utilizados para propagacao celular.

10% (p/v) triptona,
Liana-Bertani 5% (p/v) extrato de levedura,

5% (p/v) NaCl, pH 7.5

10% (p/v) triptona,
5% (p/v) extrato de levedura,
5% (p/v) NaCl,
15% (p/v) agar, pH 7.5

42 mM Na,HPO,,

22 mM KH,PO,,
8.5 mM NaCl,

18,7 mM NH,Cl,
ImM MgSO,,
100 uM CaCl,,

Lina-Bertani solido

Meios de cultura

Minimo (M9)

Com a finalidade de monitorar o processo de inducao, aliquotas de 20 pL da cultura foram
coletadas antes da adicao do IPTG e apo6s 2, 4 e 20 horas de indugao. Para evitar que a propagagao
natural das células afetasse a avaliagdo do aumento da expressdo celular da proteina alvo, cada
aliquota foi diluida para que apresentasse a mesma D.O. da primeira coleta (anterior a adicao de

IPTG). A partir dessas dilui¢des, 20 pL. foram coletados e centrifugados a 1000 g por 5 minutos.
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O sedimento celular de cada aliquota foi ressuspendido em 20 pL de tampdo A, (tabela
3.3.2), fervido durante 5 minutos e aplicados em SDS-PAGE 15%. A eletroforese foi realizada em
corrente de 50 mA e voltagem 100 V, utilizando uma diluicdo de 10 x do tampao A, (tabela 3.3.2)
para a cuba. As amostras mais viscosas que nio poderiam ser aplicadas no gel foram filtradas em

microfibra de vidro (Whatman™, 1821-021) de acordo com o procedimento mostrado na figura

3.3.1.
1

Figura 3.3.1 — Fotos das etapas de tratamento de amostras viscosas para serem aplicadas em SDS-PAGE. 1 e
2. Encaixe do disco de fibra de vidro em um tubo de polipropileno de 0,5 mL sem o fundo posicionado no
interior de outro tubo de 1,5 mL, ambos sem a tampa; 3. Exemplo de amostra viscosa; 4 ¢ 5. Adicdo da
amostra ao tubo de 0,5 mL; 6. Amostra devidamente filtrada apos centrifugacao; 7. Amostras aplicadas no
gel e; 8. Acompanhamento da migragao eletroforética (sistema Amersham Biosciences).

A migrac¢do eletroforética foi monitorada até que o corante azul presente nas amostras saisse
do gel. Posteriormente, este foi incubado em solugdo corante A; (tabela 3.3.2) por 2 horas, lavado
com agua e incubado por 30 minutos, ou até que revelasse nitidamente as bandas de proteinas, em

solugdo descorante A, (tabela 3.3.2) e devidamento documentado.
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Tabela 3.3.2 — Composicao das solu¢des empregadas na eletroforese de proteinas.

100 mM tris-HC1 pH 6,8,
200 mM DTT,
A, 4% SDS,
0,2% azul de bromofenol,
20% glicerol

125 mM tris-HCL,

Eletroforese de proteinas As 960 mM glicina,
0,5% 5DS
0,25% Comassie Brilliant Blue R-250,
A, 50% metanol,

10% dcido acético

50% metanol,
10%, acido acético

3.4 Expressio e purificacio dos mutantes

Os clones positivos e as melhores condi¢des de expressdo definidas na etapa anterior (item
3.3), foram selecionados para o aumento da escala de expressdo. A produgdo de proteina em maior
escala consistiu na propagacao dos clones positivos em dois frascos de 2 L contendo 500 mL de
meio LB ou M9 cada e 50 pg/mL canamicina, nas mesmas condigdes descritas anteriormente (item
3.3). A inducdo foi feita com a adi¢do de 500 mL de meio com IPTG e suplementos aos 500 mL de
cultura iniciais. Apds 20 horas de inducdo, a cultura foi centrifugada em tubos de 1L a 4000 g por
30 minutos a 4 °C (centrifuga Thermo Scientific™ Sorvall™ RC 3BP Plus). O sedimento obtido foi
pesado com a finalidade de verificar o rendimento da massa celular colhida, e ressuspendido com
15 mL tampdo B, (tabela 3.4.1) gelado. Nesta etapa, as células foram centrifugadas novamente,
3600 g por 20 minutos a 4 °C em tubos de 50 mL, e armazenadas a -20 °C para que sejam

submetidas ao protocolo de purificagdo de proteina em outro momento.

No protocolo de purificagdo utilizado, lisozima (1 mg/mL) e PMSF (1 mM) sdo adicionados
a suspensdo de células que ¢ incubada em gelo por 30 minutos em seguida. Apos esse periodo, as
células foram rompidas em Sonic Dismembrator (Fisher Scientific™) usando 6 ciclos de 15 s lise €
15 s resfriamento alternados, ou French Press (Thermo Scientific™) usando 2 ciclos de 30 s a 2000
psi. O lisado obtido foi centrifugado a 13000 g por 40 minutos a 4 °C (centrifuga Sorvall™ RC 5C
Plus). Para verificar a particdo do produto de expressdo entre a por¢ao solivel (sobrenadante) e
insoluvel (sedimento celular), 20 uLL do sobrenadante e do sedimento ressuspendido em 15 mL By,

foram coletados e fervidos com 20 pL. do tampao A, durante 5 minutos e analisados em SDS-PAGE
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15% como descrito anteriormente (item 3.3).

Com a finalidade de retirar o agente quelante (EDTA) para que este ndo interfira na etapa da
cromatografia por afinidade, o sobrenadante obtido apds a centrifugacao foi submetido a didlise em
membrana com poros de 12 - 14 kDa (Spectra/Por®) contra tampdo B, (tabela 3.4.1), em sala
climatizada a 4 °C por 16 horas. Apds a didlise da fracdo solivel, esta foi filtrada em membrana de
45 um e submetida a cromatografia de afinidade em cromatdgrafo Akta® (GE Healthcare™). Todas

as soluc¢des utilizadas nessa etapa foram previamente filtradas em membrana de 45 um e deaeradas.

Uma vez que as proteinas recombinantes possuem uma cauda com 6 histidinas, estas podem
ser capturadas em um sistema cromatografico de afinidade, no qual a 6xHis liga-se aos 4tomos de
niquel presentes na resina (Ni**-agarose). Posteriormente a proteina pode ser eluida com a
aplicacdo gradual de imidazol, um agente que compete com as histidinas pela ligacdo com niquel.
Desta forma, a fragdo soluvel, dialisada e filtrada, foi aplicada com o auxilio de um loop de 50 mL
em fluxo constante de 2 mL/min em coluna contendo 10 mL de resina Ni-NTA (QIAGEN™)
previamente equilibrada com 10 VC (Volumes de Coluna) de tampao B, (tabela 3.4.1). As proteinas
nao ligadas ou fracamente ligadas a resina foram retiradas na primeira etapa de lavagem com 5 VC
de tampao B; (tabela 3.4.1) e a proteina recombinante foi eluida com uma mistura linear de tampao
B; com By (tabela 3.4.1), gerando um gradiente de imidazol de 10 mM a 510 mM. A eluicdo da

proteina foi monitorada espectrofotometricamente a 280 nm.

Tabela 3.4.1 — Composicao dos sistemas tamponantes empregados na purificacdo das proteinas.

S50mM tris-HCl pH 7.4,

B, 200mM NaC'l,
SmM EDTA

50mM tris-HCI1 pH 7.4,

B, 200mM NaCl
Tampoes de purificacio S50mM ns-HCl pH 7.4,
B, 200mM NaCl,

10mM imidazol
50mM tris-HC1 pH 7.4,
B, 200mM Nall,
300mM imidazol

Com a finalidade de retirar o imidazol do eluato, todas as proteinas foram concentradas até
200 pL em concentradores Centricom® com corte de 10 kDa (Millippore™), ressuspendidas em 20
mL tampao A, e concentradas novamente por 3 vezes, resultando em um fator de diluicdo do
imidazol de mil vezes a cada etapa. Para a clivagem das caudas acessorias presentes nas proteinas
recombinantes, estas foram incubadas por 16 horas em camara ambientada a 4 °C em agitador

rotatorio com 5 U de trombina (GE Healthcare™) a cada 1mg de proteina fusionada para protedlise
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da caudas 6xHis.

As proteinas foram concentradas novamente e submetidas a cromatografia de exclusdo
molecular (SEC, do inglés, Size Exclusion Chromatography), em coluna Superdex 75 10/300 GL®
(GE Healthcare Lifesciences™). Finalmente, as fragdes obtidas por SEC foram concentradas
novamente, fracionadas e estocadas a -80 °C com 20% glicerol ou mantidas a 4 °C para analises

subsequentes.

As fragdes obtidas a partir dos processos cromatograficos e de clivagem das caudas foram
analisadas em SDS-PAGE (15%). A quantificagdo do produto final identificado na analise do gel,
proteina concentrada sem a cauda de histidina, foi feita em espectrofotdometro NanoDrop 1000®
(Thermo Scientific™) a 280 nm, usando como referéncia o tampdo da proteina. Para tanto, a
ferramenta PROTPARAM disponivel no servidor Expasy (93), foi utilizada para calcular o

coeficiente de extingao molar tedrico em 280 nm de cada proteina.

3.5 Expressao e purificacdo da TrMnSOD

A expressao e purificagdo desta proteina foi realizada como descrito anteriormente nos itens
3.3 e 3.4. Por possuir cauda 6xHis-SUMO, apds a purificagao 0,6 mg/mL Ulplp sdo adicionados a

proteina fusionada para proteolise das cauda.

3.6 Substituicio do metal por dialise

Com o intuito de trocar o metal ligado ao sitio ativo das SODs, trés etapas de didlise
extensiva foram realizadas (94). Na primeira etapa, o metal foi retirado dialisando-se a proteina
purificada e concentrada em bolsa de didlise com poros de 10 kDa contra o tampao contendo EDTA
em sala climatizada a 4 °C. Trés diferentes sistemas tamponantes foram testados para comparar a
eficiéncia de retirada do metal e a estabilidade da proteina (tampdes B, C, ou C,, descritos na tabela
3.6.1). Na segunda etapa, o excesso de EDTA ¢ retirado por meio da didlise do conteudo da bolsa
em tampdo sem o agente quelante (tampdes B, C; ou Cs, descritos na tabela 3.6.1). Na terceira
etapa, o metal de interesse foi reconstituido com 0,1 mM dos sais MnCl, ou FeSO, acrescentados
aos tampoes B, C; ou Cs. Quando o tampao acetato (Cs) foi usado, uma quarta etapa de dialise foi

feita para trocar este tampao por Tris (B>) ou PBS (C,).
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Tabela 3.6.1 — Composi¢do dos sistemas tamponantes empregados na dialise para retirada e substituicdo do

metal.

3.7

3.7.1

7.5 mM acetato de sodio pH 3.8,
SmM EDTA

Tampoes de didlise

140 mM NaCl,
2.7 mM KCl,
10 mM Na2HPO4,
1.8 mM KH2PO4,
SmM EDTA, pH 7.4

7.5 mM acetato de sodio pH 3.8

140 mM NaCl,
2.7 mM KCl,

10 mM Na,HPO,,
1.8 mM KH,PO, pH 7.4

Outra abordagem para produ¢do das apo-enzimas empregou um protocolo de desnaturagao

com 3,5 M Guanidina HCI pH 3,5 contendo 10 mM EDTA (95).

Atividade de SOD

Atividade em gel

A atividade superoxido dismutasica medida em gel ¢ um método amplamente utilizado para

verificar qualitativamente a atividade de SOD (13,96). Neste a solu¢ao corante D; foi adicionada as

proteinas que em seguida foram submetidas a eletroforese em condi¢des ndo desnaturantes (10%

PAGE) sob condigdes nao desnaturantes utilizando tampao de cuba D, (tabela 3.7.1), em sala

climatizada a 4 °C. Com a conclusdo da migragdo eletroforética, os géis foram recuperados e

incubados em solugdo corante Ds; por 20 minutos ao abrigo da luz. Apos esse periodo, a solucao

corante foi descartada e a revelacdo foi feita expondo o gel a luz em transluminador.

Tabela 3.7.1 — Composi¢ao das solugdes empregadas no método de analise de atividade superéxido
dismutasica em gel.

100 mM tnis-HC1 pH 6,8,

0,2% azul de bromofenol,

125 mM tris-HCl,
960 mM elicina

D,
Eletroforese de proteinas D
em condi¢oes ndo -
desnaturantes
D,

0,025% MTT,
0,01% riboflavina,

1% TEMED

Em, aproximadamente, 15 minutos o gel muda sua coloracdo, de amarelo para

roxo,
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representando a reducdo do MTT (sal brometo de 3-(4,5-dimetiazol-2-i1)-2,5-difenil-tetrazélio) nas
regides onde houve geracdo de radical livre, a rea¢do pode ser interrompida mergulhando-se o gel
em agua. As bandas acromadticas representam a presenca de superoxido dismutases que retiraram o
radical superdxido evitando a reducdo do MTT prevenindo a formacao da formazana de cor

azulada.

3.7.2 Atividade por espectrofotometria

O principio deste ensaio € o mesmo citado no item 3.6.1, também determina a atividade da
SOD indiretamente. Este avalia a inibicdo da conversdo de xantina a acido urico pela xantina
oxidase (Figura 2) (97), reacdo produtora de ions superdxido que reagem com o sal de tetrazdlio
WST-1 (2-(4-lIodofeenil)-3-(4-nitrofenil)-5-(2,4-disulfofenil)-2H-tetraz6lio), o qual produz uma
formazana altamente soluvel que pode ser determinada colorimetricamente a 450 nm (98). Os
reagentes usados foram providos pelo SOD Determination kit (Sigma-Aldrich - 19160) e o
experimento foi feito de acordo com as instrugdes do fabricante. As leituras de absorbancia foram

feitas em espectrofotometro SpectraMax Plus 384 (Molecular Devices™).

3.8 Estabilidade térmica por Fluorescéncia para TrMnSOD

Esta técnica que permitea andlise local da regido em torno de residuos de triptofano, através
do monitoramento da emissdo de fluorescéncia deste aminoacido em fungdo da temperatura;
permite também inferir a mudanca conformacional da estrutura terciaria da proteina no curso da
desnaturacdo. Para tanto, as medidas foram realizadas em um espectrofluorimetro modelo ISS — K2
(ISS, IL, USA) do Laboratorio de Biofisica Molecular (IFSC — USP). 5 pL. de amostra contendo 2
mg/mL de proteina em tampdo PBS (C, sem EDTA) foi adicionada a uma cubeta retangular de
quartzo com caminho 6tico de 0,5 cm e excitada em 295 nm. A emissao foi monitorada no intervalo

de 310 nm a 450 nm em diferentes temperaturas (10, 18, 25, 30, 37, 45 ¢ 65 °C).

3.9 Ciristalografia de raios-X

3.9.1 Monodisper¢do das amostras

Visando identificar uma condicdo em que a proteina estivesse soluvel, homogénea e
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monodispersa, empregou-se o uso da ténica de Espalhamento Dinamico de Luz (DLS, do inglés,
Dynamic Light Scattering). Esta ferramenta permite avaliar a estabilidade da proteina frente a
diferentes pardmetros, fazendo-se importante na triagem de solventes suscetiveis ou nao a conduzir
a formagao de cristais (99). As amostras previamente centrifugadas, foram aplicadas em uma cubeta
de quartzo de 12 uLL com caminho optico de 1,5 mm e as medidas foram realizadas no equipamento

Zetasizer Nano Series — Zetasizer uV (Malvern™).

3.9.2 Ensaios de cristalizacdo

Para a obten¢do de cristais dos mutantes para difracdo de raios-X e padronizacdo das
condi¢des de cristalizacdo da TbFeSODB?2, foram realizados ensaios automatizados de cristalizagao
com o equipamento Honeybee 931 (Genomic Solutions Inc.) utilizando a técnica de difusdo de
vapor por gota depositada. As placas utilizadas continham 96 pogos, cada um com 3 pogos menores
para deposi¢do das gotas, desta forma trés amostras foram submetidas simultaneamente a mesma
condicdo. Cada gota consistiu de 0.9 uL. da condi¢do do pogo e 0,9 puL de proteina a 8 mg/mL em
tampdo Ay. Os kits utilizados foram Classics, Classics II e PEGs II (QIAGEN) e INDEX HT

(Hampton Research). As placas foram posteriormente armazenadas em sala climatizada a 18°C.

Com o intuito de padronizar as condigdes de obtengdo dos cristais e estabelecer um
protocolo de reprodutibilidade, diversas variagdes das condic¢des iniciais foram testadas. Apds a
determinagdo das condi¢des promissoras € sdo para obtencdo de cristais a otimizagdo destas foi
feita empregando-se a técnica de difusdo de vapor por gota suspensa com o ajuste das
concentragdes de sal, precipitante e pH dos tampdes. As condi¢des ja descritas para a TbFeSODB2

(90) também foram repetidas para esta proteina e seus mutantes.

Quando necessdrio, algumas formagdes presentes (esferdlitos) foram maceradas com a
ferramenta Crystal Crusher HR4-216 (Hampton Research) e utilizadas como sementes para a
obtencdo de novos cristais por meio da técnica de Seeding (100). Esta técnica permite o uso de
nucleos formados para propagacgao de cristais nas condigdes originais (Macro Seeding) (100), ou em
condicdes de cristalizagdo diversas (Micro Seeding) (101). A primeira técnica foi utilizada em
combinagdo com a de Streak Seeding, na qual a sementes sdo coletadas com a ferramenta Seeding
Tool HR8-133 (Hampton Research) e passadas em gotas de condi¢des recém preparadas, com

menor concentragdo de reagentes e proteina.

Os cristais obtidos foram transferidos para uma solugdo crioprotetora contendo as mesmas

condi¢cdes do pogo e 20% PEG, em seguida foram congelados e armazenados em nitrogénio liquido.
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3.9.3 Coleta das imagens de difra¢do e processamento do dados

As imagens de difracdo foram coletadas na estacdo 124 do Diamond Light Source em
Oxfordshire Inglaterra. Os dados pré-processados disponiveis na base de dados ISPyB (Information
System for Protein crYstallography Beamline) foram utilizados para as analises posteriores. Os
programas empregados neste processamento foram MOSFLM (102) e SCALA (103). O contetido
da unidade assimétrica foi estimado pelo Coeficiente de Matthews empregando-se o programa

Matthews Coef (104,105). Todos os programas estdo inclusos no pacote CCP4 (106).

3.9.4 Substituicao molecular, refinamento e validagdo estrutural

Dentre os métodos para a resolucdo do problema das fases em cristalografia, a Substituicdo
Molecular (MR, do inglé€s, Molecular Replacement) pode ser utilizada quando ja existe um modelo
tridimensional que seja sequencial e estruturalmente semelhante a proteina alvo do estudo. O
programa Chainsaw (107) foi utilizado para preparar o modelo utilizando um alinhamento entre a
sequéncia da proteina alvo e o modelo para editar o arquivo que possui as coordenadas atdmicas da
estrutura (arquivo PDB), removendo residuos nao alinhados ou parte da cadeia lateral (at¢ Cvy),
facilitando a reconstrucdo estrutural posteriormente. A substituicdo molecular empregou arquivo

PDB editado pelo Chainsaw e os dados experimentais como entrada para o programa Molrep (108).

Os programas Phenix (109) Refmac (110) e Coot (111) foram empregados no refinamento
da estrutura. A validacao foi feita por meio da avaliacdo dos parametros de R e R pelo programa
MolProbity (112) e da estereoquimica pelo programa Procheck (113). Exceto o Phenix, todos os
outros programas estdo inclusos no pacote CCP4 (106). As imagens foram geradas pelos programas

Pymol (114) e Chimera (115).

3.10 Ressonancia Paramagnética Eletronica

Com a finalidade de verificar o ambiente no qual se encontram os atomos de metal presentes
nas proteinas-alvo, foi empregada a técnica de Ressonancia Paramagnética Eletronica (EPR, do
inglés, Electron Paramagnetic Resonance). A técnica € capaz de detectar apenas espécies com spins
desemparelhados, sendo indicada para analise de alguns estados de oxida¢do de metais como ferro e

manganés (116).

Cerca de 80 uM de cada amostra foi congelada em hélio liquido em tubo de quartz de 4 mm

e submetida a analise em EPR-CW (CW, do inglés, Continuous Wave) na qual apenas o campo
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aplicado varia (50 a 400 mT) e a frequéncia ¢ mantida constante. Os experimentos foram realizados
em espectrometro Bruker-ELEXSYS E580 equipado com cavidade retangular em modo CW com
frequéncia de 9,5 GHz (banda X) e sistema criogénico Oxford ITC503. Idealmente os espectros
foram obtidos a 10K, porém variagdes de temperatura foram inevitaveis em alguns experimentos,
amplitude de modula¢dao de 0,1 mT, poténcia de micro-onda 10 mW com atenuacao de 13 dB e

tempo de conversao de 20,48 ms.

Os espectros foram gerados empregando-se o programa Gnuplot (117) e o processamento
dos dados para obtencao das relagdes entre diferentes populagdes em um mesmo espectro foi feita

com o programa Octave (118).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Predicao das mutagoes por Analise de Acoplamento Estatistico

O alinhamento final de 964 sequéncias, consistindo em um incremento de 462 sequéncias
em relacdo a andlise feita em 2008 (90), quando submetido as andlises de acoplamento estatistico
retornou resultado similar ao obtido anteriormente. Os mesmos grupos de aminoacidos
correlacionados ja descritos foram encontrados na presente analise que diferiu somente em relagao

ao maior niumero de sequéncias disponiveis para a constru¢dao do alinhamento.

O resultado desta andlise permitiu a predicao de seis residuos correlacionados entre enzimas
de ferro e manganés que encontram-se nas posi¢des 25, 71, 72, 145, 159 e 170. Nestas posicoes, a
frequéncia de alguns aminoacidos ¢ maior dependendo da especificidade por metal da SOD, por
exemplo, valina ¢ mais frequente na posi¢ao 25 para FeSODs enquanto metionina ¢ mais frequente
para MnSODs nesta mesma posi¢do. Os residuos correlacionados para as 6 posi¢gdes encontram-se

listados na tabela 4.1.1.

Tabela 4.1.1 — Posigdes relevantes para residuos estatisticamente acoplados para enzimas de ferro ou de
manganeés.

Posicao

Valina (V) |Metionina (M)
Alanina (A) | Glicina (G)

Glutamina (Q)| Glicina (G)
Alanina (A) | Glutamina (Q)
Alanina (A) | Glicina (G)

Aspartato (D) | Glutamina (Q)

Esses residuos foram mapeados em um alinhamento de sequéncias de aminoacidos contendo
18 SODs de ferro e 16 de manganés com estruturas disponiveis no PDB (Figuras 4.1.1, 4.1.2 e
4.1.3). O alinhamento permitiu verificar uma variagdo entre valina e leucina na posi¢do 25 para
FeSODs enquanto que MnSODs possuem predominantemente metionina na mesma posi¢cao, como

mostra a figura 4.1.1.
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Figura4.1.1 - Fragmento que compreende as posigoes de 1 a 96 do alinhamento de sequéncias de
aminoacidos entre 18 SODs de ferro (Fe) e 16 de manganés (Mn). Em cada uma das sequéncias, o cédigo
PDB segue o nome do organismo. Os residuos destacados em tons de azul representam o nivel de
conservagdo, gerado pelo modelo BLOSUM 62, sendo que a intensidade de cor ¢ diretamente proporcional a
este atributo. A posi¢cdo 25 encontra-se destacada em verde.

As posicdes 71 e 72 destacadas em verde na figura 4.1.2, uma continuagdo do alinhamento

apresentado na figura 4.1.1, apresentam maior conserva¢do em ambas as enzimas de ferro ou

manganés, possuindo predominantemente alanina ou glutamina no primeiro caso ou glicina no

segundo caso.
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Figura 4.1.2 — Fragmento que compreende as posicdes de 97 a 192 do alinhamento de sequéncias de
aminoacidos entre 18 SODs de ferro (Fe) e 16 de manganés (Mn). Em cada uma das sequéncias, o cédigo
PDB segue o nome do organismo. Os residuos destacados em tons de azul representam o nivel de
conservagdo, gerado pelo modelo BLOSUM 62, sendo que a intensidade de cor é diretamente proporcional a
este atributo. As posigdes 71 e 72 encontra-se destacadas em verde.
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O mesmo padrao de conservagdo pode ser observado para as posicoes 145, 159 e 170 na

figura 4.1.3, na qual encontra-se a por¢do final do alinhamento apresentado anteriormente nas

figuras 4.1.1 e 4.1.2.
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Figura 4.1.3 — Fragmento que compreende as posi¢des de 193 a 286 do alinhamento de sequéncias de
aminodcidos entre 18 SODs de ferro (Fe) e 16 de manganés (Mn). Em cada uma das sequéncias, o codigo
PDB segue o nome do organismo. Os residuos destacados em tons de azul representam o nivel de
conservagdo, gerado pelo modelo BLOSUM 62, sendo que a intensidade de cor ¢ diretamente proporcional a
este atributo. As posi¢des 145, 159 e 170 encontra-se destacadas em verde.

O alinhamento representa, de forma resumida e com relevancia estatistica muito reduzida

quando comparado a SCA, o intercambio de residuos nas posicdes 25, 71, 72, 145, 159 e 170 entre

enzimas de ferro ou manganés.

Ainda que cumpram a mesma fungdo, residuos podem ser encontrados em posi¢des

distintas devido a variag¢des na sequéncia do gene da SOD em cada organismo, resultando em uma

diferenga de numeragdo. As posigdes dos residuos que desempenham mesma fungdo, em quatro

sequéncias de genes € na sequéncia consenso obtida no alinhamento mostrado anteriormente, sao

listadas nas tabelas 4.1.1 e 4.1.2 SODs de ferro e manganés, respectivamente. Esses residuos sao

perfeitamente conservados, sendo quatro deles envolvidos na coordenag¢do do metal no sitio ativo e

os outros trés na interface dimérica. A interacdo entre as cadeias do dimero ocorre por meio de duas

pontes salinas (E'*’ ¢ H'®) e duas liga¢des de hidrogénio (Y'® e H*).
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Tabela 4.1.1 — Residuos presentes no sitio catalitico e na interface dimérica das FeSODs com suas
numeragdes para quatro organismos € para o alinhamento das figuras 4.1.1 —4.1.3.

Tabela 4.1.2 — Residuos presentes no sitio catalitico e na interface dimérica das MnSODs com suas
numeracdes para quatro organismos e para o alinhamento das figuras 4.1.1 —4.1.3.

A investigagdo estrutural dos residuos presentes nessas posi¢des na TbFeSODB2 e nos
modelos de proteinas com trocas de aminodcidos, indica que eles fazem parte de uma segunda
camada de residuos ao redor do sitio catalitico. Ndo influenciam diretamente a atividade catalitica,
mas modificam o ambiente local e poderiam modular a especificidade por metal (Figura 4.1.4 ).
Cada modelo gerado possui apenas uma troca de residuo, as mutacdes foram feitas manualmente na
sequéncia de aminodcidos que e em seguida foram submetidas aos programas Modeller e I-Tasser
(119) para geracao dos modelos, utilizando como base a estrutura da TbFeSODB2 (c6digo PDB:
3ESF).
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Figura 4.1.4 — Representagdo das posigoes 25, 71, 72, 145, 159 e 170 em um mondmero da TbFeSODB2.
(A) Residuos originalmente encontrados na TbFeSODB2 e os mutantes pontuais dos 6 modelos gerados por
homologia representados em tragos mais finos, todos destacados em preto, o atomo de ferro ¢ representado
por uma esfera e os residuos ligados a ele (H*, H’, D'*' e H'*) encontram-se em azul claro. (B) Enfase na
regido contendo as posigdes 71, 72, 145 e 159 com as mutagdes sugeridas. (C) Enfase na regidio contendo as
posicdes 25 e 170 e as mutagdes sugeridas. Figuras geradas com o programa Pymol (114).

4.2 Expressao e purificacio da TbFeSODB?2 e seus mutantes

Ap6s a transformagdo dos genes em E. coli BL21, os clones positivos foram selecionados e
estocados a -80 °C. Os diversos ensaios de expressao para otimizagcdo das condi¢des envolveram
principalmente modificagdes do método que aumentassem a solubilidade das proteinas expressas.
Apesar da indu¢do bem sucedida (figura 4.2.1 A), as condi¢des de expressdo iniciais nao
favoreciam a producdo de proteinas soluveis. Quando expressas a 37 °C ou na auséncia de metal, as
proteinas eram encontradas na fracao insolivel do particionamento realizado por centrifugacao

(figura 4.2.1 B).
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Figura 4.2.1 — Padrdes de migragdo comuns a TbFeSODB2 ¢ os mutantes em gel poliacrilamida SDS-PAGE
15%. O gel a esquerda (A) mostra o perfil da cultura de dois clones positivos antes da indugdo (1 e 5) e apds
3,6 e 20 horas da inducdo (2 e 6,3 e 7, 4 e 8, respectivamente). O gel a direita (B) mostra a parti¢ao da
proteina contida no extrato bruto (B) entre o sobrenadante (S) e o sedimento (P) ap6s a centrifugagdo. MM
representa o marcador de massa molecular SeeBlue® Plus2 LC5925 (Invitrogen).

Com a redugdo sistematica da temperatura, da concentracdo de IPTG e com a adi¢cdo do
metal, a expressdao das enzimas foi gradativamente otimizada. As condi¢des de expressdo que
retornaram melhores resultados foram envolveram a indugdo com 0,1 mM IPTG, 0,1 mM do sal de
metal, a 20 °C por 20 horas a 200 rpm. Esta condi¢do de expressao foi estabelecida em colaboragao
com o professor Vitor Marcelo Silveira Bueno Brandao de Oliveira e o aluno Marcelo Yudi Icimoto,

ambos da Universidade Federal de Sao Paulo (UNIFESP).

O aumento da escala de producdo das proteinas foi realizado nessas condi¢des sob
coordenacdo do professor Richard Charles Garratt no Instituto de Fisica de Sao Carlos (IFSC —
USP). As condigdes de expressdo estabelecidas anteriormente foram reproduzidas em maior escala
para que a quantidade de proteina produzida fosse suficiente para os ensaios de cristalizagdo e de
Ressonancia Paramagnética Eletronica. Cada proteina foi expressa em 1000 mL de cultura,

divididos em dois frascos de 2000 mL.

A sedimento celular foi lisado, centrifugado e o sobrenadante submetido ao protocolo
padronizado de purificagdo de proteinas. Apos didlise para a retirada do EDTA presente no tampao
utilizado, esse material foi submetido a cromatografia de afinidade, a qual era feita inicialmente de
forma manual. Afim de monitorar de forma mais efetiva este processo, a etapa cromatografica
passou a ser realizada em cromatografo Akta. Foram feitas duas injegdes de 15 mL de amostra e
uma lavagem subsequente a cada injecdo, a figura 4.2.2 mostra a elui¢do de proteinas ndo ligadas a

resina Ni**-agarose que foram eliminadas a cada lavagem. A proteina de interesse foi eluida com
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um gradiente de imidazol que resultou no padrao de elui¢ao mostrado no gréafico da figura 4.2.3. Os
mutantes apresentaram padrdo de eluicdo similar ao da enzima nativa, no qual sdo eluidos

majoritariamente entre 250 ¢ 350 mM de imidazol.
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Figura 4.2.2 — Padrao de eluicdo gerado a partir das duas inje¢des de material lisado e as lavagens
subsequentes.
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Figura 4.2.3 — Padrao de elui¢do gerado com o gradiente de imidazol, variando de 10 a 500 mM do reagente
(reta tracejada em verde). A eluicdo dos mutantes se da majoritariamente entre 250 ¢ 350 mM de imidazol.

Apos concentracdo e clivagem da cauda de histidina as proteinas foram submetidas a
cromatografia de exclusao por tamanho, a qual resultou em um padrao de eluicdo similar entre os

mutantes, como mostrado na figura 4.1.2.4.
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Figura 4.2.4 — Padréo de elui¢do gerado por cromatografia de exclus@o por tamanho para a proteina nativa
(TbFeSODB2) e seus mutantes.

Todas as etapas de purificagdo foram monitoradas por eletroforese em gel de poliacrilamida
SDS-PAGE, no qual 20 pL de amostra foram colocados em cada pogo. A figura 4.2.5 mostra um gel
de 15% poliacrilamida com o padrdo de migracdo comum a TbFeSODB2 e os mutantes apos a lise
(B), sobrenadante recuperado apos a centrifuga¢do (S) e o sedimento (P), bem como a elui¢do das
proteinas na etapa de purificacdo em 100, 250 e 500 mM de imidazol. A clivagem parcial e total

com trombina € mostrada.

O padrdo de migracdo da TbFeSODB2 e dos mutantes em gel de poliacrilamida SDS-PAGE
apos todas as etapas de purificagdo ¢ apresentado na figura 4.2.6, no qual uma diluicao de 1:20 da
proteina concentrada foi aplicada em cada pogo. E possivel observar que o mesmo periodo de
incubagao usado para obtengdo clivagem da cauda de histidina produziu produtos de clivagem
parcial para os mutantes Q72G e A145G. Tais produtos foram eliminados em uma nova etapa de

cromatografia de afinidade em coluna de niquel.
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Figura 4.2.5 — Gel poliacrilamida SDS-PAGE 15% mostrando os padrdes de migracdo comuns a
TbFeSODB2 e os mutantes apo6s a lise (B), sobrenadante recuperado apos a centrifugagao (S) e o sedimento
(P). A eluicao das proteinas em 250 (1), 350 (2) e 500 mM de imidazol (3). A clivagem parcial (4) e total (5)

com trombina é mostrada. MM representa o marcador de massa molecular.

Figura 4.2.6 — Gel poliacrilamida SDS-PAGE 15% mostrando os padrdes de migracdo da TbFeSODB2
selvagem e os mutantes (V25M, A71G, Q72G, A145G, A159G e D170Q), apos a purificagdo, clivagem e
cromatografia de exclusdo por tamanho. MM representa o marcador de massa molecular.

O rendimento de cada cultura foi otimizado de forma que cada proteina resultou em um
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rendimento suficiente para a realizacdo das etapas posteriores de cristalizacdo e ressonancia. Todas

as amostras foram quantificadas em Nanodrop, esse rendimento ¢ mostrado na tabela 4.2.1.

Tabela 4.2.1 - Quantificacdo de proteinas produzidas em trés condigdes, com ferro, manganés ou sem metal,
apos todas as etapas de purificacao.

Expressao sem Metal
Quantificagao(mg/mL)

Expressao com Ferro Expressao com Manganés
Quantificacao(mg/mL) Quantificacao(mg/mL)

TbFeSODB2 12,1 10,4 7
V25M 15,8 16,8 6,8
AT1G 8 11,3 11,2
Q72G 7,4 11,5 7,6
A145G 10,2 13,4 10,4
A159G 10,1 13,7 9,4
D170Q 7,5 7,1 7,9

Proteina

4.3 Expressao e purificacido da TrMnSOD

Ap6s a transformacdo do gene em E. coli BL21, os clones positivos foram selecionados e
estocados a -80 °C. Os diversos ensaios de expressao para otimizacao das condigdes envolveram
principalmente modificagdes do método que aumentassem a solubilidade das proteinas expressas.
Apesar da indu¢do bem sucedida (figura 4.3.1 A), as condicdes de expressdo iniciais nao
favoreciam a produ¢do de proteinas soltveis. Quando expressas a 37 °C ou na auséncia de metal, as
proteinas eram encontradas na fracdo insolivel do particionamento realizado por centrifugacao

(figura 4.3.1 B).
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Figura 4.3.1 — Padroes de migragdo da TrMnSOD em gel poliacrilamida SDS-PAGE 15%. O gel a esquerda
(A) mostra o perfil da cultura de dois clones positivos antes da indugao (1 e 5) e apds 3, 6 ¢ 20 horas da
inducdo (2 e 6,3 e 7, 4 e 8, respectivamente). O gel a direita (B) mostra a parti¢do da proteina contida no
extrato bruto (B) entre o sobrenadante (S) e o sedimento (P) apds a centrifugagdo. MM representa o
marcador de massa molecular SeeBlue® Plus2 LC5925 (Invitrogen).

As etapas de purificagdo empregadas na obtengdo da TbFeSODB2 e seus mutantes foram
utilizadas na purificagdo da TrMnSOD. O padrdo de elui¢do desta proteina em um gradiente de
imidazol apresentou dois picos distintos e possivelmente estdo relacionados a clivagem da cauda
SUMO mesmo antes da adi¢ao de Ulplp (Figura 4.1.3.2). Desta forma o padrao de elui¢do poderia

mostrar dois picos referentes a dois tamanhos diferentes de TrMnSOD (com cauda e clivada).

kDa
175
80

58

a6

30

25 —|

Figura 4.3.2 — Gel poliacrilamida SDS-PAGE 15% mostrando os padrdo de migracao da TrMnSOD apés a
lise (B), sobrenadante recuperado apoés a centrifugagao (S) e o sedimento (P). A eluigdo das proteinas em 100
(1), 250 (2) e 500 mM de imidazol (3). A clivagem parcial (A) e total (B) com Ulplp é mostrada.



81

4.4 Ensaios de atividade superoxido dismutasica

Todas as amostras foram submetidas aos ensaios de atividade, em gel e
espectrofotométrico, com concentragdo de proteina e sistema tamponante iguais (50 pg de proteina

em Tris-HCI1 pH 7.4).

Os dados obtidos por espectrofotometria empregaram o SOD Determination kit (Sigma-
Aldrich — 19160) e o espectrofotdmetro SpectraMax Plus 384 (Molecular Devices™). A atividade
superoxido dismutasica pode ser avaliada de acordo com a taxa de inibi¢do da rea¢do de produgdo
de radicais superoxido. Dado que a relacdo entre a coloracdo gerada pela reducao do sal de
tetrazolio e a producgdo de radicais superdxido ¢ linear, a taxa de inibigdo desta reagcdo devido a

captura dos radicais pela SOD pode ser calculada pela formula:

_ (S1-S3)—(SS5—-52) % 100

z S1—53

onde, x ¢ a taxa de inibicao (%), S1, S2, S3 e SS sdo o controle positivo, branco de amostra,

controle negativo e amostra, respectivamente.

Utilizando o valor médio das triplicatas foi possivel calcular a taxa de inibicdo da reagdo no
ponto coletado aos 20 minutos de leitura (instrugdes do fabricante). A figura 4.4.1 mostra a taxa de
inibicdo calculada para duas enzimas nativas, uma de ferro (TbFeSODB2) e outra de manganeés
(TrMnSOD), e para os mutantes da TbFeSODB2 expressos com ferro ou manganés. Todas as
enzimas apresentaram maior atividade quando expressas na presenca de manganés, inclusive a
enzima nativa de ferro (TbFeSODB2). Destacam-se os valores obtidos para os mutantes A159G e
D170Q que apresentaram atividade muito baixa quando expressos na presenca de ferro e tem um
aumento quando expresso na presenga de manganés. Estudos anteriores mostraram que o residuo
presente da posicao 159 teria a capacidade de modular a especificidade por metal mesmo estando a
mais de 10A a parte do sitio ativo (73). A mudanga do residuo na posi¢do 159 pode deslocar a
cadeia lateral do W'* alterando o padrdo de ligagdes de hidrogénio entre este e os residuos Q" e

Y,
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Taxa de Inibicdo

b Fe'S/0 D152 |
ThMn (Fe)S O D B2 15
Fe V25M
MnV25M
Fe A7T1G
Mn A71G
Fe Q72G
Mn Q72G
Fe A145Q
Mn A145Q
Fe A159G
Mn A159G
Fe D170Q
Mn D170Q
TrFe(Mn)SOD
TrMnSOD

0% 10% 20% 30% 40% 50% 60% 70% 80% 90% 100%

Figura 4.4.1 — Atividade das enzimas selvagens de ferro (TbFeSODB2) e manganés (TrMnSOD) e dos
mutantes da TbFeSODB2. A taxa de inibigdo foi calculada a partir dos valores médios das triplicatas de cada
amostra, coletados ap6s 20 min.

O mutante A145G ndo apresenta variagdo importante entre os valores de inibicdo deste na
presenca de ferro ou manganés, porém ambos os valores encontram-se abaixo dos obtidos para as
enzimas selvagens, sendo mais altos apenas em relagdo a FeD170Q ou FeA159G. O residuo
presente nesta posi¢do tem participacdo na ligagdo com a molécula de 4gua presente no sitio ativo,
possivelmente a mutagdo deste residuo apenas, sem que nenhum outro residuo caracteristico de

enzimas de manganés pudesse dar suporte a catalise, prejudicou a atividade enzimatica.

A partir da taxa de inibi¢do também foi possivel calcular a IC50, valor no qual a atividade
atinge 50% de inibicdo da reacdo e que corresponde a 1 unidade de enzima. A tabela 4.4.1 lista a

taxa de inibicdo para cada enzima e o valor de unidades correspondentes a 50 pg.



83

Tabela 4.4.1 — Taxas de inibi¢cdo das enzimas nativas de ferro e manganés e para os mutantes da TbFeSODB?2
expressos com ferro ou manganés

Proteina Taxa de Inibicao U/ 50 pg
TbFeSODB2 74% 1,48
TbMn(Fe)SODB2 82% 1,65
Fe V25M 77% 1,54
Mn V25M 92% 1,84
Fe A71G 78% 1,56
Mn A71G 96% 1,91
Fe Q72G 84% 1,68
Mn Q72G 95% 1,91
Fe A145G 54% 1,08
Mn A145G 55% 1,11
Fe A159G 48% 0,96
Mn A159G 83% 1,66
Fe D170Q 36% 0,73
Mn D170Q 98% 1,97
TrFe(Mn)SOD 99% 1,99
TrMnSOD 98% 1,96

Os ensaios de atividade em gel resultaram na presenca de bandas acromaticas relacionadas a
atividade de SOD. Amostras com duas populacdes de proteinas, algumas com ferro e outras com
manganés, apresentaram duas bandas acromaticas. Esses géis com populagdes mistas, quando
incubados com peroxido de hidrogénio 5 mM, apos a eletroforese, apresentaram apenas uma banda
que possivelmente trata-se de MnSODs, uma vez que FeSODs sao inibidas na presenca de peroxido
de hidrogénio. A inibi¢do da atividade das FeSODs esta relacionada a decomposigdo do Trp'”,

descrita para a enzima de P. gingivalis (120).

A atividade da enzima nativa de manganés (TrMnSOD) em gel ¢ representada na figura 4.4.2.
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Figura 4.4.2 — Verificagdo de atividade superoxido dismutasica em gel de poliacrilamida 10% PAGE-nativo.
Uma diluicdo seriada da TrMnSOD corado com Comassie Brilliant Blue (imagem superior) e para atividade
com 0,025 MTT, 0,01 riboflavina e 1% TEMED (imagem inferior).

Os ensaios de atividade mostram que todas as proteinas, inclusive a enzima selvagem de
ferro (TbFeSODB2), sdo mais ativas quando ligadas a manganés. Estudos eletroquimicos e
simulacdes computacionais podem ser usadas futuramente para analisar o potencial redox das
proteinas ligadas com cada metal para que os resultados de atividade mostrados fossem melhor
explicados. Contudo, a existéncia de apenas FeSODs em 7. brucei pode sugerir que esse organismo

ndo possua acesso facil a manganés ou que ndo necessite de uma atividade de SOD mais alta.

Quanto ao acesso do organismo ao metal, a incorporacdo deste depende da captagdo e da
capacidade de processamento pelo organismo (transporte intracelular, armazenagem e emprego
final). Uma vez que Tripanosomas expressam receptores muito similares aos da transferrina e da
lactoferrina do hospedeiro, estes protozoarios sdo capazes de interceptd-las, capturar o Fe*® e o
grupo heme contido nelas, interrompendo o transporte de ferro destinado a geragdo de novas células
vermelhas (121). Logo que a transferrina ¢ interceptadada pelo 7. brucei, o ferro ¢ liberado devido
ao baixo pH no endossoma e a apo transferrina ¢ degradada em lisossomos por proteases como
catepsinas L (122). A habilidade do parasita em capturar ferro afeta a homeostase deste metal no

hospedeiro, o que caracteriza a infec¢do por diferentes tipos de anemias que variam de acordo com
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as fases aguda e cronica da doenga. O mecanismo de captacdo de ferro desenvolvido pelo

protozoario pode ser tdo eficiente que manteve apenas enzimas de ferro em seu repertdrio de SODs.

A captagdo e distribuicdo de ferro e manganés depende de transportadores especificos ou de
outros transportadores de metais divalentes. Dentre os eles estdo: Nramp H'-manganés, ABC
manganés permeases, ATPases do tipo P, facilitadores da difusdo de cations (CDF, do inglés Cation
Diffusion Facilitators) e transportadores de fosfato inorganico com alta afinidade por complexos
MnHPO, (123). Ortologos a estes transportadores ndo foram encontrados em Tripanosomas até o
momento, porém um ortdlogo da mucolipina, proteina envolvida em canais i6nicos de mamiferos,
foi descrita para T. brucei (TbMLP1) e pode estar relacionada ao transporte de ferro do endossoma

para o citoplasma (122).

Ainda que T. brucei possua acesso a manganés, a ligacao deste metal nas SODs poderia ter
efeitos indesejaveis para a célula. Estas enzimas nao estdo envolvidas apenas na defesa
antioxidante, também regulam o estado redox celular (6). Este equilibrio poderia ser prejudicado se
as SODs se tornassem mais ativas (2), uma vez que com a reagdo de dismutagdo do radical
superoxido a enzima gera peroxido de hidrogénio, uma molecula que pode causar dano celular, mas
que também possui papel sinalizador como fator de transcricao (13). Desta forma, o sincronismo
entre geracdo e retirada de H.O, deve ser mantido para que a sinalizagdo celular seja estabelecida
quando necessario sem que haja dano celular. A ativagdo de uma das FeSODBs glicossomais varia
de acordo com o ciclo celular de 7. brucei, uma delas é mais expressa em formas de répida divisao
(124), possivelmente ¢ empregada tanto na retirada de radicais superdxido quanto para a producao

de H>O, como sinalizador nesta fase do ciclo de vida.

A compartimentalizagdo das SODs apresentadas pelos organismos analisados sugere que
algumas delas foram adquiridas juntamente com organelas como a mitocondria (13), a partir de uma
relacdo endossimbidtica na qual um organismo disponibiliza gradualmente seu repertorio de
proteinas para outro organismo. Neste cenario, a mitocondria adquirida por 7. brucei poderia nao

produzir MnSODs e estas proteinas nao foram adquiridas.
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4.5 Ensaios de cristalizacio
4.5.1 TbFeSODB2 e seus mutantes

De forma geral, os resultados obtidos nos experimentos de cristalizagdo eram sempre
precipitados ou clusters pequenos ¢ mal formados. As figuras de 4.5.1.1 a 4.5.1.7 mostram
condig¢des de cristalizagdo que apresentam essas formacdes bem como alguns cristais obtidos para a

enzima selvagem. A obtencdo de cristais em algumas das condigdes ocorreu muito recentemente e a

identificacdo destes como sendo de sal ou de proteina ainda ndo ainda ndo pode ser feita.

Figura 4.5.1.1 — Cristais obtidos para TbFeSODB?2 na fase de ratreamento com os kits Classics II, PEGs Il e
Index HT nas condi¢des A (0,1 M Bis-Tris pH 6.5, 25%, PEG 3350); B (0,2 M acetato de magnésio, T — 0,1
M cacodilato de sodio pH 6,5 , 30% MPD); C (0,2 M cloreto de magnésio hexadridatado, 1 M HEPES pH
7,5, 25% PEG 3350); D (0,2 M cloreto de magnésio, 0,1 M Tris pH 8,5, 16% PEG 4000); E (15% PEG 6000,

5% glicerol) e; F (0.01 M citrato de sodio, 16% (w/v) PEG 6000).
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Figura 4.5.1.2 — Cristais obtidos para V25M na fase de rastreamento com os kits Classics e PEG II nas
condi¢des A (0,01 M sulfato de zinco, 0,1 M MES pH 6,5, 25% PEG 550 MME); B (1,0 M cloreto de litio,
0,1 M acetato de sodio, 30% PEG 6000) e; C (0,1 M acetato de sodio, 25% PEG 4000, 8% Isopropanol).

Figura 4.5.1.3 — Cristais obtidos para A71G na fase de rastreamento com os kits Classics II, Classics e PEG
II nas condigdes A (1,8 M citrato de amdnio pH 7,0); B (0,1 M bis-tris pH 6,5, 25% PEG 335); C (0,1 M
HEPES sal sédio pH 7,5, 20% PEG 4000); D (0,1 M imidazol pH 6,5, 1,0 M acetato de sédio); E (0,2 M

cloreto de magnésio, 0,1 M Tris pH 8,5, 16% PEG 4000) e; F (0,1 M HEPES pH 7,5, 10% PEG 8000, 10%

etilenoglicol).
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Figura 4.5.1.4 — Cristais obtidos para Q72G na fase de rastreamento com o kit PEG II nas condi¢des A (0,1
M acetato de sodio, 0,1 M MES pH 6,5, 30% PEG 2000 MME); B (0,1 M acetato de sédio, 0,1 M HEPES
pH 7,5, 22% PEG 4000); C (0,2 M sulfato de litio, 0,1 M Tris pH 8,5 , 25% PEG 5000 MME); D (0,1 M
cloreto de potassio, 0,1 M Tris pH 8.5, 3% PEG 6000) e; E (0,01 M citrato de sédio , 16% PEG 6000).

Figura 4.5.1.5 — Cristais obtidos para A145Q na fase de rastreamento com os kits Index HT (F2) e PEGII

(C4) nas condigdes A (0,2M N-o6xido de trimetilamina , 0,1M Tris pH 85 , 20% PEG MME 2000) e; B(0,2 M
cloreto de magnésio , 0,1 M MES pH 6,5 , 10% PEG 4000).
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Figura 4.5.1.6 — Cristais obtidos para A159G na fase de rastreamento com o kit PEG II (C12, D4, H8) nas
condi¢des A (0,2 M cloreto de calcio, 0,1 M Tris pH 8,5 , 20% PEG 4000); B (0,2 M cloreto de calcio, 0,1 M
Tris pH 8,5 , 25% PEG 4000) e; C (0,2 M acetato de calcio, 0,1 M HEPES pH 7,5 , 10% PEG 8000).

Figura 4.5.1.7 — Cristais obtidos para D170Q na fase de rastreamento com o kit PEG II (C12, D4 e D8) nas
condi¢des A (0,2 M cloreto de calcio, 0,1 M Tris pH 8,5 , 20% PEG 4000); B (0,2 M cloreto de calcio , 0,1
M Tris pH 8,5 , 25% PEG 4000) ¢; C (0,2 M cloreto de calcio , 0,1 M HEPES pH 7,5 , 30% PEG 4000).
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Até o momento nenhum cristal foi obtido com os ensaios de seeding, porém algumas

variagoes das condig¢des iniciais estdo sendo realizadas.

4.5.2 Ensaios de cristaliza¢do da TrMnSOD

Cristais da TrMnSOD foram obtidos em diversas condi¢des dos kits Classics I e PEGs II
(QIAGEN), algumas foram utilizadas como base dos ensaios de otimizag@o. Os cristais dispostos

nas figuras 4.5.2.1 e 4.5.2.2 cresceram em trés condi¢des diferentes do kis Classics Il e PEGs 11,

respectivamente. As solugdes eram compostas por 0,2 M sulfato de amonio, 0,1 M Tris pH 8,5,
25% PEG 3350 (Figura 4.5.2.1 A); 0,2 M cloreto de sodio, 0.1 M bis-tris pH 5.5 , 25% PEG 3350
(Figura 4.5.2.1 B); 0.2 M cloreto de sédio, 0.1 M HEPES pH 7.5, 25% PEG 3350 (Figura 4.5.2.1
C); 0,1 M MES pH 6.5, 30% PEG 4000 (Figura 4.5.2.2 A); 0,2 M sulfato de litio, 0,1 M Tris pH
8,5, 30% PEG 4000 (Figura 4.5.2.2 B) e; 0,2 M sulfato de litio, 0,1 M acetato de sodio, 0,1 M
HEPES pH 7,5, 25% PEG 4000 (Figura 4.5.2.2 C).

Figura 4.5.2.1 — Cristais obtidos para TrMnSOD na fase de rastreamento com o kit Classics II, nas condi¢des
A (0,2 M sulfato de amoénio, 0,1 M Tris pH 8,5, 25% PEG 3350); B (0,2 M cloreto de sodio, 0,1 M bis-tris
pH 5,5, 25% PEG 3350) e C (0,2 M cloreto de sodio, 0,1 M HEPES pH 7,5, 25% PEG 3350).

Figura 4.5.5.2 — Cristais obtidos para TrMnSOD na fase de rastreamento com o kit PEGs II, nas condi¢des A
(0,1 M MES pH 6,5, 30% PEG 4000); B (0,2 M sulfato de litio, 0,1 M Tris pH 8,5 30% PEG 4000) e C (0,2
M sulfato de litio, 0,1 M acetato de sodio, 0,1 M HEPES pH 7,5, 25% PEG 4000).



91

A otimizacdo foi feita variando o pH e a concentracdo de precipitante, sendo esse PEG 3350
ou 4000 (de 20% a 34%). Trés diferentes tampdes foram usados, MES pH 6,0 e 7,5, HEPES 7,0 e
7,5 e Tris pH 8,0 e 8,5. Sendo que os cristais de maior interesse foram obtidos nas condi¢des MES
pH 6,0 e 30% PEG 3350 e, Tris pH 8,5 e 34% PEG 3350. A evolugdo do crescimento dos cristais é

mostrada na figura 4.5.2.3.

Figura 4.5.2.3 — Cristais obtidos para TrMnSODna fase de rastreamento com o kit PEGs II, nas condigdes:

(A e B)0,1 MMES pH 6,5, 30% PEG 4000; (C e D) 0,2 M sulfato de litio, 0,1 M Tris pH 8,5 30% PEG

4000 e; (E e F) 0,2 M sulfato de litio, 0,1 M Tris pH 8.5, 30% PEG 3000. A, C ¢ E sao fotos capturadas em
2013, enquanto B, D e F sdo fotos das mesmas condi¢des capturadas em 2015.

4.6 Coleta de dados, processamento e substituticio molecular

Nao foi possivel coletar dados dos mutantes da TbFeSODB2 em tempo habil para a inclusao

no presente trabalho, porém os cristais gerados estdo sob andlise.
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Os cristais obtidos para a TrMnSOD na condi¢ao 0,1 M MES pH 6,5, 30% PEG 4000 foram
difratados com sucesso na estacdo 124 do Diamond Light Source em Oxfordshire - Inglaterra,
utilizando uma fonte de raios-x monocromatica (A = 0,969 A) e um detector Pilatus3 6M, resultando
na geracdo de 1000 imagens. Os dados pré-processados disponiveis na base de dados ISPyB
(Information System for Protein crYstallography Beamline) foram utilizados para as analises
posteriores. Os programas empregados neste processamento foram MOSFLM (102) e SCALA
(103), os parametros da coleta de dados encontram-se listados na tabela 4.6.1. A TrMnSOD foi
cristalizada no grupo espacial C2 com 6 cadeias na unidade assimétrica (Figura 4.6.1) e 47% de
solvente, sendo que estes conteudos foram estimados pelo Coeficiente de Matthews empregando-se

o programa Matthews Coef (104,105).

Tabela 4.6.1 — Dados obtidos a partir da coleta de dados e processamento das imagens de difracdo

Grupo espacial C2
Dimensodes Faixa d?lgsolugao 47,68 — 1,70
(A) , S
R 140.339/137.216
Parametros observadas/ Uinicas
de cela

Completeza 97.8

. (%)

Angulos R
©) Multiplicidade 4,2

b}

Rom (%) 13,30/4,4

I/sig(I)
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Figura 4.6.1 — Empacotamento da proteina TrMnSOD dentro da rede monoclinica. A unidade
assimétrica representada em cinza ¢ composta por seis cadeias que compdem Y4, s e ¥4 de
tetrameros. Estas complementam as cadeias azuis (4), vermelhas (}2) e verde (%), geradas por
simetria. Figura gerada com o programa Pymol (114).

A TrMnSOD apresentou enovelamento caracteristico de superdxido dismutase, estrutura
quaternaria homotetramérica e extensdes de hélice para formagdo do tetrdmero. Por possuir grande
similaridade sequencial com a superoxido dismutase de manganés de Aspergillus fumigatus (Figura
4.6.2), que possui estrutura depositada no PDB (codigo: 1KKC), foi submetida a substituicao

molecular utilizando os dados desta proteina como base.
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trmnsod - - - - - - MIWGTFS----LPALPYA ALEFPS 1 S5AQIMEL ] VTHLNMNALKTY S THA 52
1KKC GTSPIQTRPINEMSCOY TLPPLPAP ALQPY IS0 IMEL K VNEGLEAALEAD KKA 62

trmnsod LAANBWPSO TALQAATRFNGGGH | LFWENLCPASSPDADPASAPELTAE T AKTWGSL 114
IKKC AEATDVPELVEVOOAIKFNGGGH | LEWKNLAPEKEGGEG K IDOARPVLKAAIEQRWESFE 124
trmnsod F AMGKALLG IDGSGWGEWLVKEGSG - -LR W K PYWGGEVMPWFG I OM A L L 174
1KKC F AFMTTLLG IQGSGWEWLVTRDGPKGELDIT H FWTG - AAPVFGWVDM A L L 185
trmnsod GIRA AN D MW RN | KTAEQRF KGDREDAF KT LISASL 212
1KKC DA SKHAKS T WHM | AEAEMN IAEDKEE.F‘FM B - - 221

Figura 4.6.2 — Alinhamento entre as sequéncias de aminoacidos da TrMnSOD e a MnSOD de Aspergillus
Sfumigatus (1IKKC), a qual foi usada para substitui¢do molecular. As sequéncias possuem 62% de identidade
entre si.

ApoOs a substituicdo molecular um modelo aproximado da estrutura foi obtido. Geralmente os
fatores de estrutura calculados(F.ic) para este modelo discordam dos fatores de estrutura
observados(Fqs) € 0 indice de acordo entre ambos os fatores € representado pelo pardmetro Rucior,

definido por:

Riactor = > ||F§?-|S|F1:Z|jf‘|calc|| % 100

Com a finalidade de aproximar F... de Fos € chegar a uma estrutura tridimensional da
proteina estudada que melhor represente os dados experimentais. a proteina foi refinada por meio de
ajustes de parametros posicionais (troca, inser¢ao ou remoc¢ao de residuos) empregando os
programas Refmac (110) e Phenix (125). O avanco das etapas de refinamento apds cada ciclo foi
monitorado pela inspecdo visual e manipulagdo do modelo utilizando o programa Coot (111,126).
Este processo resultou em estrutura de parametro Rycor igual a , os demais parametros encontram-se

na tabela 4.6.2.

Tabela 4.6.2 — Dados estatisticos do refinamento do modelo da TrMnSOD
R-work 16,70%

R-free 18.9%

RMS distancias (A) (K0

RMS angulos (°) 1,09

A distribuicdo dos angulos rotacionais @ e ¥ analisado pelo diagrama de Ramachandran
(Figura 4.1.7.3) apresenta valores bastante favoraveis. A estrutura possui em regides favordveis e

ndo possui residuos em regides proibidas do diagrama como mostra a figura. Dos 1214 aminoacidos
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analisados analisados (200 residuos por cadeia), 1214 encontram-se em regioes do diagrama nas
quais os valores de @ e ¥ sdo mais favoraveis, enquanto que apenas 40 residuos enquantram-se em

regides menos favoraveis (permitidas) e nenhum em regides proibidas.
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Figura 4.6.3 — Distribuicao dos angulos torcionais ® e ¥ dos residuos da estrutura refinada da TrMnSOD no

diagrama de Ramachandran em quatro diferentes aspectos: geral, glicina, pré-prolina e prolina. A maior parte

dos residuos (96,8%) encontra-se em regides favoraveis enquanto que 3,2% em regides permitidas e nenhum
em regides proibidas. Analise gerada pelo programa Rampage (127), disponivel no pacote CCP4.

4.6.1 Analise estrutural

O modelo final da TrMnSOD consiste em uma proteina de quatro cadeias com 211 residuos
cada (Ser’ — Lys*'"), o sitio ativo presente em cada cadeia conta com um atomo de manganés
coordenado por quatro residuos, H°, H”®, D'® e H' oriundos dos dominios C-terminal e N-
terminal. Os dois dominios normalmente encontrados para Fe/MnSODs foram identificados na
estrutura obtida. Em cada mondmero o dominio N-terminal ¢ composto por seis hélices: duas

antiparalelas (o, € o), duas pequenas hélices (o' € ax") que conectam o, € o3, além de outras duas
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hélices (a3 e 04). Ja4 o dominio C-terminal possui enovelamento do tipo o/ e é composto por trés

fitas B antiparalelas (B, B2 € Bs) e pelas hélices as, ae, a7, 0g € oo (Figura 4.6.1.1).

Figura 4.6.1..1 — Estrutura quaternaria da TrMnSOD resolvida por substitui¢do molecular com resolugéo de
1.7 A. A enzima é composta por quatro cadeias idénticas, o sitio ativo presente em cada cadeia conta com um
atomo de manganés (esfera em preto) coordenado por quatro residuos (H*, H”®, D'® e H'%7) representados
por bastdes. O mondmero destacado mostra a organizacao estrutural em onze hélices alfa (al, a2, a2', 02",
a3, a4, a5, a6, a7, a8 ¢ 09) e trés folhas beta antiparalelas (f1, B2 ¢ f3). Imagem elaborada com o programa
Chimera (115).

Os residuos presentes no sitio ativo sdo provenientes de diferentes segmentos da cadeia,
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sendo que a hélice a,; contribui para o sitio ativo com o residuo H*’, a o, com H”®, a as com H'" ¢ a
fita beta B; com D'® (Figura 4.6.1..2). As distancias entre os 4tomos que coordenam o metal sdo: 2,3
A (H' NE2), 2,2 A (H* NE2), 2,2 A (H”® NE2) ¢ 2,1 A (D'® OD2). A o, ainda possui um
aneurisma de hélice que facilita o posicionamento da H*® no sitio ativo, esta alteragdo na estrutura

da hélice ¢ muito comum no enovelamento das Fe/Mn SODs (90).

Figura 4..6.1.2 — Monomero da TrMnSOD com o sitio ativo em destaque. O sitio conta com um atomo de
manganés (esfera em preto) coordenado por quatro residuos (H*, H™, D'® ¢ H'®") representados por bastdes.
A hélice o, contribui para o sitio ativo com o residuo H*, a a, com H™, a as com H'*’ ¢ a fita beta B; com
D', Imagem elaborada com o programa Chimera (115).

A organiza¢do da estrutura quaternaria dos tetrameros de MnSODs tem como principais
caracteristicas a interface dimérica, uma extensdo das hélices o, e a» e os residuos que orientam

essas hélices de modo a favorecer a intera¢ao do tetramero.

Residuos muito conservados em ambas as FeSODs e MnSODs participam da interface
dimérica (39), com exce¢do da posicdo 147 mais varidvel. A figura 4.1.8.3 mostra a interagdo entre
pares de residuos provenientes de duas cadeias que fazem parte de um tetramero (Figura 4.6.1.3 A).
Na interface dimérica interagem, a partir de cadeias distintas, os pares Y'” com Y** (2,7 A) (Figura

4.6.1.3 B), E' com H' (2,7 A ou 2,8 A, dependendo das cadeias que fornecem os residuos)
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(Figura 4.6.1.3 C), S' interagindo com o mesmo residuo proveniente da outra cadeia (2,6 A)

Figura 4.6.1.3 D) e E' com K'¥7 (2,6 A) (Figura 4.1.8.3 D).
g g

Figura 4.6.1.3 — Representagdo da interagao entre residuos de cadeias distintas na interface dimérica. (A)
Forma tetramérica da TrMnSOD com duas cadeias que possuem interface dimérica destacadas em verde e
prata. (B) Interacdo entre os residuos Y'”° com Y** (2,7 A). (C) Interagio entre os residuos E'® com H'*’ (2,7
A ou 2,8 A). (D) Interacio entre os residuos S' (2,6 A) e E'* com K'*7 (2,6 A). Imagem elaborada com o
programa Chimera (115).

Segundo Wintjens e colaboradores (39), o contato entre as cadeias para formacao do
tetrAmero estd vinculada aos residuos nas posi¢des I*°, Q'* e F™, estes sdo encontrados na
TrMnSOD (Figura 4.6.1.4) e fazem contato com outros residuos também descritos pelo grupo de
Wintjens. A interagio entre os residuos Y** ¢ F”° contribui para o posicionamento das hélices a; e oz

favorecendo a formagao do tetramero pelo contato destas hélices entre duas cadeias distintas.

Além disso, os residuos T*, N™ e F' encontrados especificamente em dimeros
(72) encontram-se substituidos por I, F e Q, respectivamente. A posi¢do 56 onde normalmente ¢
encontrado um glutamato, em tetrAmeros observa-se uma prolina. Sua influéncia ¢ tdo grande no

estado de oligomerizagdo que um glutamato na posi¢ao 56 ¢ considerado anti-tetramero (90).
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Figura 4.6.1.4 — Importantes interagdes de residuos relacionadas a formagao do tetramero contornada por sua
superficie. (A) Forma tetramérica da TrMnSOD com as interagdes destacadas em superficies de cor verde.
(B) Em destaque os residuos que participam das interagdes: I*° € Q'%, Y**, F”° ¢ Q'?, e P*, todos sdo
encontrados em ambas as cadeias. Imagem elaborada com o programa Chimera (115).

As interagcdes presentes na interface dimérica e as responsaveis pela estabilizacdo do
tetramero também sdo responsaveis pela formagdao de um canal pelo qual o substrato ganha acesso
ao sitio ativo. Esse canal ¢ composto por 9 residuos que fazem parte de uma das cadeias (Y169,
YO NS, K7TOATE LG QY e, G'*) e 5 residuos da outra cadeia (H*, H*®) Y, N*!' ¢ W'®)
(Figura 4.6.1.5). A passagem do substrato é controlada pelos residuos H30 e Y38, sendo que a
cadeia lateral do ultimo pode ser movel e estar diretamente envolvida no controle da entrada do

substrato (128).
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Figura 4.6.1.5 — Formacao do canal de acesso ao substrato. (A) Forma tetramérica da TrMnSOD com as
residuos envolvidos na formagao do canal em azul. (B) Em destaque os residuos que participam da formagao
do canal: 9 residuos que fazem parte de uma das cadeias (Y169, Y, N'” K'77, A'® L' G'5, Q" ¢, G'®) e

5 residuos da outra cadeia (H*, H**, Y**, N*' ¢ W'®®). Imagem elaborada com o programa Chimera (115).

4.6.2 Analise comparativa

Em rela¢do a TbFeSODB?2 (codigo PDB: 3ESF), a TrMnSOD e a MnSOD de 4. fumigatus
(c6digo PDB: 1KKC) possui um prolongamento das hélices a, € a,. Esta ¢ uma diferenca marcante
entre SODs diméricas e tetraméricas e possivelmente esta relacionada as interagdes que formam o
tetramero (72). A figura 4.6.2.1 mostra o alinhamento das estruturas da TrMnSOD, 1KKC e 3ESF
que evidencia a extensdo de hélices nas duas enzimas de manganés e também destaca a posi¢ao 56,
mostrada anteriormente na figura 4.6.1.4, que quando em dimeros possui um glutamato (anti-

tetramero) ou uma prolina.
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P59 / P 69
Figura 4.6.2.1 — Sobreposicao dos dimeros de duas MnSODs tetraméricas representadas pela cor cinza
(1KKC e TrMnSOD) e da FeSOD dimérica de Trypanosoma brucei (3ESF) representada em laranja. Apesar
de apresentarem enovelamentos semelhantes, tetrameros possuem uma extensdo das hélices a; € ap. As
prolinas presentes na TrMnSOD (P*’), na 1KKC (P®) e o glutamato presente na 3ESF (E*°) encontram-se
destacados em verde. Alinhamento de estruturas elaborado com o programa Chimera (115)., empregando-se
o algoritmo Needleman-Wunsch ¢ a matriz Blosum-62.

Enquanto as hélices destas MnSODs possuem cerca de 5 residuos a mais na o, do que a
3ESF (A** a A* para TrMnSOD e V** a N* para 1KKC), a o, possui 10 a mais (V** a N* para
TrMnSOD e V® a N* para 1KKC). A 3ESF possui 25 residuos na o, (K* a S*) ¢ 17 residuos na o,
(P a E*) e sdo conectadas por duas hélices menores designadas o' (P* a A*?) e a;" (V> a T*) (10).
Essas alteracdes sdo acompanhadas de diferentes areas superficie acessivel ao solvente, sendo esta

maior em tetrameros (72).
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O trabalho envolvendo a analise de acoplamento estatistico para a TbFeSODB2 de Bachega
e colaboradores (10), revelou um aglomerado de residuos acoplados relacionados a interface
dimérica (“cluster 17°), neste apenas um dos residuos, P'*, encontra-se conservado na maioria das
SODs presentes no alinhamento da figura 4.1.2, inclusive na TrMnSOD. Todos os outros residuos,
T*, E*, N® E F"' (numeragdo de T. brucei), sdo substituidos na TrMnSOD por outros
caracteristicos de MnSODs (I?, P*®, F° ¢ Q'?7).

4.7 Estudo de estabilidade térmica da TrMnSOD por anailise de fluorescéncia intrinseca

Os ensaios de monitoragdo da emissao de fluorescéncia intrinseca permitem a analise das
regides em torno de residuos de triptofano presentes na proteina. Todas as condigdes testadas
apresentaram perfil espectral similar, com emissdo maxima em 330 nm, indicando que os
triptofanos presentes na TrMnSOD encontram-se no interior da estrutura proteica, protegidos da

interacao com solvente (129). A supressao da fluorescéncia conforme o aumento da temperatura

A TrMnSOD possui sete triptofanos W, W' W1 W3 Wi WS W (Figura 4.7.1).
Esses triptofanos estdo localizados nas imedia¢des do cofator metalico (W™, W', W'®), proximos
a interface dimérica (W'* ¢ W') ou contribuindo para o empacotamento hidrofobico (W'). Sao
muito conservados entre Fe/Mn SODs e ja foram descritos anteriormente para outros organismos
(6). WP e W' podem desempenhar papel estrutural por estabelecem interagdes do tipo cation-m
com os residuos. W'” estd presente apenas em trés organismos do alinhamento apresentado na
figura 4.1.2 (T reesei, A. fumigatus e P. haloplanktis), na posi¢do 178 do alinhamento. A maioria

dos organismos apresenta uma fenilanina nesta posi¢ao e alguns uma tirosina.
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Figura 4.7.1 — TrMnSOD representada por dimero com os triptofanos de uma das cadeias destacados em
verde (W™, W'® W1 W3 Wi W W) Imagem elaborada com o programa Chimera (115).

O grupamento indol do triptofano absorve em 280 e emite em um valor préximo a 340 nm.
A emissao do indol é muito sensivel a polaridade do solvente, podendo ser deslocada para menor
comprimento de onda de emissao quando enterrado na proteina ou para maior comprimento de onda
quando a proteina encontra-se desnaturada. O grafico apresentado para a emissdo de fluorescéncia
da TrMnSOD em diferentes temperaturas (Figura 4.7.2) ndo mostrou deslocamento da emissdo para
maiores comprimentos de onda mesmo com o aumento da temperatura, indicando que nao houve

desnaturagdo da proteina sob nenhuma condigao testada no experimento.
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Figura 4.7.2 — Espectros de fluorescéncia da TrMnSOD resultantes do monitoranto da emissao de
fluorescéncia no intervalo de 300 a 450 nm em diferentes temperaturas.

Algumas mudangas estruturais foram observadas em maiores temperaturas (80 — 90 °C) do que as
analisadas por fluorescéncia no presente trabalho (7) e uma faixa mais ampla de analise se faz

necessaria.

A termoestabilidade de superoxido dismutases ja foi descrita para enzimas de organismos
termoéfilos como A. pyrophilus (130), T thermophilus (49), P. aerophilum (131). A FeSOD
tetramérica de (cddigo pdb: 1COJ) € mais distantes das outras Mn e FeSODs no estudo feito por
Wintjens e colaboradores (72). A resisténcia a temperatura normalmente esta relacionada com
pequenas variagdes distribuidas pela estrutura (132), porém a presenca de uma alanina na posi¢do
12 da enzima de A4. pyrophilus foi indicada como principal caracteristica estrutural relacionada a

resisténcia térmica e a mesma associagdo foi feita anteriormente para TrMnSOD (A'*) (7).
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4.8 Caracteristicas dos centros metalicos por Ressonancia Paramagnética Eletronica

Geralmente a temperatura empregada em experimentos EPR-CW para a analise de metais de
transicao deve ser baixa para aumentar o tempo de relaxacdo, a fim de que este seja detectado pelo
espectrometro. Todas as amostras foram congeladas em hélio liquido imediatamente antes das
medidas, dessa forma uma padronizagao da adigdo de glicerol as amostras foi necessaria para
crioprote¢do. Espectros de melhor resolucdo foram obtidos com a adigdo de 40% glicerol. Neste
contexto, as variagdes dos espectros estdo relacionadas ao processo de congelamento, no qual a
cristalizacdo da dgua modifica a distribuicdo das moléculas em solu¢do, sendo capaz de alterar
caracteristicas como a concentragdo de proteina, for¢ca ionica e pH. Essas alteragdes sao

normalmente manifestadas em espectros de baixa resolugdo (116).

Os sinais obtidos nos espectros estdo relacionados a interacdo dos spins desemparelhados
presentes na amostra com o campo magnético aplicado (Efeito Zeeman), outros elétrons e nucleos.

A formula abaixo foi utilizada para o calculo do gpcor (Fator de Landé) (116):
hv = gpupS

onde, & ¢ a constante de Plank, v ¢ a frequéncia aplicada, ub o magneto de Bohr ¢ S o campo
aplicado. Ao adicionar a frequéncia utilizada nos experimentos (GHz) e o campo no qual o sinal foi

detectado (mT) € possivel calcular o valor g

_71,4484v
9factor = — g

Os espectros obtidos a partir da andlise dos centros metalicos da TbFeSODB2 e TrMnSOD
por EPR-CW e os valores de g sdo mostrados na figura 4.8.1 Trés sinais mais intensos na regido de
150 mT com valores de g iguais a 4,95, 3,94 e 3,51 para TbFeSODB2 condizem com a presenga de
Fe™. Outros sinais em mais baixo campo, com valores de g iguais a 9,79 ¢ 9,19 estdo relacionados a
presenca de Fe — alto spin. O espectro desta enzima ¢ muito similar a outros espectros de FeSODs ja
descritos na literatura (10, 66, 73, 133, 134). Para a analise da TrMnSOD, esta foi substituida com
ferro (TrFe(Mn)SOD) e os espectros obtidos mostrou-se complexo, apresenta sinais de ferro em

valores de g iguais a 4,94 ¢ 4,34 referentes a Fe™ .
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Figura 4.8.1 — Espectros de EPR-CW para a TbFeSODB2 ¢ TrMnSOD. (A) Em vermelho encontram-se destacados os espectros das proteinas com uma mistura de
Fe e Mn e em azul apenas Fe. (B) Espectros obtidos a TrMnSOD substituida com ferro (TrFe(Mn)SOD). Os valores de g para cada sinal sdo indicados por setas de
cor igual ao do espectro ao qual se refere. Os parametros usados nas medidas foram: 1,0 G para amplitude de modulagdo, 40,96 ms para tempo de modulagdo, 10mW
para poténcia de micro-ondas e campo de varredura de 4000G.
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Devido a dificuldade de obter quantidade suficiente de proteina para as analises de EPR,
tornou-se invidvel a troca completa de metal por didlise extensiva, a qual resulta em baixo
rendimento. Dessa forma, amostras expressas apenas com ferro ou uma mistura de metais foram
possiveis de ser obtidas em quantidade suficiente. Os espectros obtidos para os mutantes da
TbFeSODB2 expressos apenas com ferro ou com uma mistura de ferro e manganés sao mostrados

na figura 4.8.2.

A principal caracteristica presente nos espectros de ferro dos mutantes ¢ um aumento na
intensidade do valor de g préximo a 4,33. Este sinal rdmbico esta relacionado a presencga de ferro
ligado inespecificamente, fora do sitio ativo e quando encontra-se elevado acaba por sobrepor os
sinais caracteristicos de ferro coordenado no sitio (66). Isso ocorre para os mutantes Q72G Fe/Mn,
A145GFe, A159G Fe e D170Q Fe e D170Q Fe/Mn. Os sinais de ferro para 145 ¢ 170 sdo muito
similares aos obtidos para a FeSOD de P. gingivalis, uma superoxido dismutase cambialistica (73).
Os mutantes Q72G e A159G apresentaram sinais similares aos de FeSODs na presenca de NaN3, na
qual a azida se liga ao ferro no sitio ativo e modifica sua coordenacdo inibindo a atividade

enzimatica (134).

Os sinais de manganés (Mn™?) presentes nos espectros sdo evidenciados por uma
modificacdo na estrutura superfina proximo a valores de g igual a 6 (73,134), onde seis separacdes
podem ser observadas nos valores de g 6,03 (Q72G), 6,46 (A145G), 6,04 (A159G) e 6,5 (D170Q).
A figura 4.8.3 destaca aa regido entre 50 e 125 mT onde a modificacdo da estrutura superfina ao

redor de g 6 foi observada para esses mutantes.

Apenas o mutante V25M apresentou mudanca de estrutura superfina com seis separacdes
em campo mais alto (g: 2,02). A TbFeSODB2 Fe/Mn e o mutante Q72G apresentam um sinal em g
igual a 2,03.
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Figura 4.8.2 — Espectros de EPR-CW para os seis mutantes da TbFeSODB2: V25M (A), A71G (B), Q72G (C), A145G (D), A159G (E) e D170Q (F). Em vermelho
encontram-se destacados os espectros das proteinas com uma mistura de Fe e Mn e em azul apenas Fe. Os valores de g para cada sinal sdo indicados por setas de cor
igual ao do espectro ao qual se refere. Os parametros usados nas medidas foram: 1,0 G para amplitude de modulagdo, 40,96 ms para tempo de modulagdo, 10mW
para poténcia de micro-ondas e campo de varredura de 4000G.
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Figura 4.8.3 — Espectros de EPR-CW dos mutantes Q72G, A145G, A159G e D170Q apresentados na figura
4.8.2 no intervalo de 50 a 125 mT, onde uma mudanca na estrutura superfina sugere a presenga de manganés.

Como a obteng¢ao de proteinas com apenas um dos metais ndo foi possivél em alguns casos,
uma mistura de populacdes de spins foi verificada em certos espectros. Nesses casos uma estimativa

das populagdes pode ser feita a partir da integracdo dos espectros em duas etapas.

Uma vez que os espectros obtidos sdo a primeira derivada da curva de absorcao da
microonda em fun¢do do campo magnético aplicado, integra-los resulta na obtengdo desta curva de
absorc¢do, porém essa etapa ¢ limitada pelo ajuste da linha de base. A segunda etapa de integracao
permite calcular a area sob a curva de absorcdo, sendo esta proporcional a quantidade de spins
desemparelhados na amostra (135,136), torna-se possivel comparar uma populacdo de spins em

relagdo a outra em um mesmo espectro.

Devido a ma qualidade da linha de base dos espectros a curva para comparacdo das
populagdes nao pode ser feita e a sobreposi¢ao apresentada pelos picos da curva de absor¢ao nao

permite que maiores informacdes sejam extrapoladas (figura 4.8.4).
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Figura 4.8.4 — Espectros com a presenca de manganés e ferro com a curva de absor¢do resultante da
integragdo do espectro inserida no canto superior direito de cada grafico. (A) Espectro do mutante A159G e
(B) espectro do mutante D170Q, ambos ja mostrados na figura 4.8.2.
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Em sintese, os espectros obtidos permitiram analisar o ambiente local dos atomos de
manganés e ferro ligados as SODs mesmo em amostras com a presenca de ambos os metais. A
comparagdo entre as populacdes de spins presentes em cada amostra ndo foi possivel, mas os
graficos da integra¢do dos espectros (Figura 4.8.4) sdo capazes de mostrar uma sobreposi¢ao de

picos que seria facilmente resolvida com o melhoramento da linha de base.
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5 CONCLUSAO

Foram produzidos com sucesso os mutantes da TbFeSODB2, cujas trocas de residuos em
posicdes especificas foram identificados previamente por Andlise de Acoplamento Estatistico
(SCA) como possiveis determinantes da especificidade por metal. Os genes dos mutantes foram
expressos em sistema heterdlogo para producdo de proteinas, procedimento que foi capaz de gerar

quantidade de proteina suficiente para as analises posteriores.

Uma limitagao foi encontrada na etapa de troca do metal, na qual grande parte da proteina
produzida foi perdida durante as etapas de didlise extensiva e outros protocolos, como o de
desnaturacdo, ndo retornaram melhores resultados. Novas abordagens precisam ser estudadas para
que maiores quantidades de enzima ligada a apenas um dos metais sejam obtidas, dessa forma as
analises que demandam maior quantidade de proteina poderiam ser realizadas, ndo apenas os

ensaios de atividade.

A dificuldade de cristalizagdo da TbFeSODB2 ja foi descrita anteriormente (90), sendo
contornada apenas com o emprego da técnica de seeding. Apesar da técnica ter sido aplicado para a
cristalizacdo dos mutantes, nenhum resultado foi observado até o momento e os cristais obtidos
recentemente pelo rastreamento de condi¢des nao puderam ser difratados em tempo habil para
inclusdo no presente trabalho. Apesar desta dificuldade, algumas mudangas dos centros metalicos
foram observadas por Ressondncia Paramagnética Eletronica (EPR). Essas mudancgas corroboram
com os dados de atividade superoxido dismutasica: espectros de EPR que demonstraram sinais
similares a0 de SOD com ferro ligado a azida, normalmente inativas. Embora as amostras
analisadas por EPR apresentassem uma mistura de populagdes de proteinas ligadas com ferro e
manganés, os sinais de ambos os metais mostraram-se muito claros e o correto ajuste da linha de
base dos espectros permitiria ainda comparar as populagdes de spins referentes as diferentes

espécies metalicas.

A identificacdo dos determinantes estruturais responsaveis pelo ajuste fino da especificidade
por metal das Mn/Fe SODs pode ser investigada futuramente com a producdo de genes com
combinagdes das mutagdes estudadas no presente trabalho. Desta forma, as contribui¢cdes conjuntas
das trocas de residuos nas posi¢des preditas por andlise de acoplamento estatistico podem ser

analisadas.

Diversos aspectos podem ser abordados no estudo das superoxido dismutases presentes em

Trypanosoma brucei. Os dados que apontam a existéncia de apenas FeSODs neste organismo
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levantam questdes como a aquisi¢do e emprego de ferro e manganés pelo protozoario, seu
complexo ciclo de vida e a relagdo com o hospedeiro. Adicionalmente, Trypanosomas sao
eucariotos ancestrais que divergiram logo apods a aquisicdo da mitocondria, neste contexto a

evolugdo das defesas antioxidantes, eventos de endossimbiose que levaram a aquisicdo (ou nao

aquisi¢do) de proteinas como MnSODs sdo interessantes questoes evolutivas.

Considerando as mutacdes sugeridas para dirigir a especificidade de ferro para manganés, os
mutantes pontuais gerados no presente trabalho podem ser considerados como a predi¢ao de formas
mais atuais de SODs. O caminho inverso, dirigir a especificidade de manganés para ferro, pode ser
interpretada como a reconstru¢do de enzimas ancestrais. De acordo com a variacdo da
disponibilidade de metais da Terra em termos de eras geologicas, as primeiras enzimas com funcdo
de oxidorredutase, surgidas antes das grande oxidacdo do planeta, teriam empregado ferro para
exercer sua atividade. O surgimento de enzimas que incorporam manganés acompanhou o aumento
da disponibilidade desse metal conforme a concentracdo de oxigénio atmosférica crescia e gerava

oxidos soluveis de manganés, mais disponiveis que os de ferro.

A obtencdo da estrutura da TrMnSOD com boa resolugdo (1,7 A) pode ter aplicagio
biotecnoldgica direta ja que esta enzima apresenta importante estabilidade térmica e pode ser
inclusa em processos nos quais seja necessario o controle da gera¢do de radical superdxido e/ou
peroxido de hidrogénio em temperatura elevada. A estrutura resolvida apresenta enovelamento
caracteristico de SOD, tratando-se de um homotetramero com um sitio ativo em cada cadeia e um

atomo de manganés em cada sitio.
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