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Resumo

Otsuka, F.A.M. Implicacoes de mutagoes e conformacées na modulacio de
atividade enzimatica em uma B—glicosideo hidrolase e na tirosina quinase Abl1-
KD. 2022. 101 p. Tese de Doutorado — Programa de Pés—graduacao em Ciéncias
Biolégicas (Bioquimica). Instituto de Quimica, Universidade de Sao Paulo, Sio
Paulo.

Enzimas sdo catalisadores de reagdes quimicas, cuja atividade é sensivel a sua
sequéncia de aminoacidos, estado oligomérico e as condi¢cées do meio em que se
encontram, e.g., temperatura e forca ionica. Fundamentalmente, populacgées
estatisticamente discretas com conformacoes distintas influenciam e conferem
estados de maior e menor atividade a enzima. Nesta tese, sdo discutidos em dois
tipos de enzimas as interrelacbes entre mutacoes, conformacoes e atividade
catalitica. No capitulo I, é examinada uma p—glicosideo hidrolase de Spodoptera
frugiperda (Sfpgly) expressa e purificada em sistema heterélogo (Z. coli ), a qual
sua atividade é sensivel ao seu estado oligomérico. Além disso, mutacgoes
acumulativas em sua sequéncia sao capazes de alterar sua estereosseletividade
frente a substratos sintéticos. Os resultados indicam que a Sffgly em solugao
forma um equilibrio de estado entre dimero e monémero com uma constante de
dissociacdo (Kp) de 3,7 + 0,3 uM, sendo a forma dimérica cerca de 2,5 vezes mais
ativa comparada com seu estado monomeérico quando separadas por filtracdo em
gel. Contudo, a constante cinética de dissociacdo do dimero (kof) estimada em
277-1076 s71 sugere que para alcancar o estado monomeérico é preciso passar por
uma elevada barreira de energia de ativacdo (X, de cerca de 18,5 kcal. A
explicacdao deste fenomeno tem respaldo na teoria de que proteinas possuem
estados conformacionais, e no caso da Sfpgly, o estado dimérico e monomeérico
possuiriam diferentes conformacoes que também estariam associadas com a
atividade da enzima. Mutagoes na interface do dimero planejadas para
desestabilizar a ligacdo entre as subunidades validam que a atividade do
monoémero é menor comparada a fracdo contendo dimeros da enzima selvagem.
Ainda com respeito a mutacgbes, uma variante da Sffgly com 47 mutacoes
acumuladas na sua sequéncia gerou uma enzima monomérica e com capacidade

de hidrolisar substrato com ligacdo a—glicosidica, uma funcido rara entre as fp—



glicosidases. No capitulo II, a tematica gira em torno de mutag¢ées em uma tirosina
quinase que conferem resisténcia a medicamentos (inibidores) para tratamento da
Leucemia Mieloide Cronica (CML). O causador da CML e o alvo terapéutico é um
dominio tirosina quinase da enzima Abl1-KD, que é constitutivamente ativa nesta
doenca. Para entender como as mutacoes de resisténcia atuam nas diferentes
conformacées da Abl1-KD, simulamos computacionalmente com o Rosetta o efeito
estabilizador de mutacoes no residuo e da estrutura no contexto da conformacao.
Além disso, através da inferéncia das sequéncias ancestrais de Abl1-KD,
verificamos se as posigcoes da estrutura primaria mais conhecidas em conferir
resisténcia aos inibidores sofrem algum grau de constricdo evolutiva. Os
resultados mostram que a energia conformacional da forma inativa estimada pelo
Rosetta é 4,4 + 2,2 REU (Rosetta Energy Units) mais estavel comparada a
conformacdo ativa, indicando que a conformacdo inativa é mais populada.
Interessantemente, as mutacbes em posi¢cdbes que conhecidamente conferem
resisténcia aos inibidores de tratamento da CML sado capazes de remodelar a
energia conformacional da Abl1-KD, tornando a conformacao ativa mais estavel,
como no caso das mutagoes: M244V, G250E, Q252H, Y253H, F359VC e H396P.
Em relagao a energia individual dos residuos, as mutacgoes G250E, Q252H, Y253H,
E255V, V299L, F359(C,V), e H396P estdo mais estdveis na conformacao ativa da
Abl1-KD. Finalmente, a historia evolutiva da Abl1-KD inferida por filogenia indica
que as posi¢oes conhecidas por gerar resisténcia possuem uma menor taxa de
variacdo de residuo através de anélise por matriz de peso score—posicido (PSSM).
Em conclusao, mutagoes na Abll-KD capazes de remodelar sua energia
conformacional estabilizando sua forma ativa, ocorrem em posicoes
moderadamente conservadas que sao responsaveis por estabilizar a forma inativa
da enzima, e estao envolvidas no fenétipo de resisténcia observado apds abrupta

pressao seletiva imposta pelos inibidores de quinases.

Palavras—chave: p—glicosidase, homodimero, selecdo de conférmeros, Abll,

posicoes de resisténcia, reconstrucao de ancestrais



Abstract

Otsuka, F.A.M. Implications of mutations and conformations in the modulation of
enzymatic activity in a B—glycoside hydrolase and in the tyrosine kinase Abl1-KD.
2022. 101 p. Ph.D. Thesis — Graduate Program in Biochemistry. Instituto de
Quimica, Universidade de Sao Paulo, Sao Paulo.

Enzymes that catalyze chemical reactions, whose activity is sensitive to their
amino acid sequence, oligomeric state and the conditions of the medium in which
they are found, e.g:., temperature and ionic strength. Fundamentally, statistically
discrete populations with distinct conformations influence and confer states of
greater and lesser activity to the enzyme. In this thesis, the interrelations between
mutations, conformations and catalytic activity are discussed in two types of
enzymes. In chapter I, a P—glycoside hydrolase from Spodoptera frugiperda
(SfBgly) expressed and purified in a heterologous system (Z. coli ) is examined,
which its activity is sensitive to its oligomeric state. Furthermore, cumulative
mutations In its sequence can alter its stereoselectivity against synthetic
substrates. The results indicate that Sffgly in solution forms an equilibrium of
state between dimer and monomer with a dissociation constant (Kp) of 3.7 + 0.3
M, the dimeric form being about 2.5 times more active compared to its monomeric
state when separated by gel filtration. However, the kinetic dimer dissociation
constant (k) estimated at 277 1076 s~1 suggests that to reach the monomeric state
it is necessary to pass through a high activation energy barrier (%, of about 18.5
kcal. The explanation of this phenomenon is supported by the theory that proteins
have conformational states, and in the case of Sffgly, the dimeric and monomeric
state would have different conformations that would also be associated with the
enzyme activity. Mutations in the dimer interface designed to destabilize the
binding between the subunits validate that the monomer activity is lower
compared to the fraction containing wild-type enzyme dimers. Still regarding
mutations, a variant of SfBgly with 47 accumulated mutations in its sequence
generated a monomeric enzyme capable of hydrolyzing substrate with a—glycosidic
bond, a rare function among B—glycosidases. In chapter II, the theme revolves
around mutations in a tyrosine kinase that confer resistance to drugs (inhibitors)

for the treatment of Chronic Myeloid Leukemia (CML). The causative agent of



CML and the therapeutic target is a tyrosine kinase domain of the enzyme Abl1-
KD, which is constitutively active in this disease. To understand how resistance
mutations act on the different conformations of Abl1-KD, we computationally
simulated with Rosetta the stabilizing effect of mutations in the residue and
structure in the context of the conformation. Furthermore, by inferring Abl1-KD
ancestral sequences, we verified whether the primary structure positions best
known to confer resistance to inhibitors suffer some degree of evolutionary
constriction. The results show that the total conformational energies of the
inactive form estimated by Rosetta is 4.4 + 2.2 REU (Rosetta Energy Units) more
stable compared to the active conformation, indicating that the inactive
conformation is more populated. Interestingly, mutations in positions that are
known to confer resistance to CML treatment inhibitors are capable of remodeling
the conformational energy of Abl1-KD, making the active conformation more
stable, as in the case of mutations: M244V, G250E, Q252H, Y253H, F359VC and
H396P. Regarding the individual energy of the residues, mutations G250E,
Q252H, Y253H, E255V, V299L, F359(C,V), and H396P are more stable in the
active conformation of Abl1-KD. Finally, the evolutionary history of Abl1-KD
inferred by phylogeny indicates that positions known to generate resistance have
a lower rate of residue change via weight score—position matrix (PSSM) analysis.
In conclusion, mutations in Abl1-KD capable of remodeling its conformational
energy stabilizing its active form, occur in moderately conserved positions that are
responsible for stabilizing the inactive form of the enzyme, and are involved in the
resistance phenotype observed after abrupt selective pressure imposed by

inhibitors of kinases.

Keywords: B—glycosidase, homodimer, conformer selection, Abll, resistance

positions, ancestor reconstruction



Lista de abreviaturas

Abs: absorbancia

Abl1-KD: dominio quinase do gene Abll de humanos
Abltide: substrato peptidico para Abll

ADP: adenosina difosfato

ATP: adenosina trifosfato

AU: unidades arbitrarias de absorbancia
BCR-ADbl1: oncogene da fusido entre BCR com Abl1l
CAZy: banco de dados das carbohydrate active enzymes
cDNA: DNA complementar

CML: leucemia mieloide cronica

FE,: energia de ativacao

EC: Enzyme Commission

EM,: comprimento de onda de emissao

EX\: comprimento de onda de excitagao

F10: Tampao fosfato de potassio 10 mM pH 6,0
F100: Tampao fosfato de potassio 100 mM pH 6,0
F337: fluorescéncia em 337 nm

£t fracdo de dimero

GH: glicosideo hidrolase

HPLC: cromatografia liquida de alta eficiéncia
IEX: cromatografia de troca i6nica

IPTG: isopropil B—D—1-tiogalactopiranosideo

Kp: constante de dissociacao

kot constante catalitica

keat/ KMt constante de eficiéncia catalitica

K constante de Michaelis—Menten

kovst constante cinética de observacao

kot constante cinética de dissociacgao



kon' constante cinética de associacao

mAU: unidades arbitrarias de absorbancia

MALS: espalhamento de luz estatico multi-angulo
Ni-NTA: resina de afinidade de niquel carregado

p—nf: p—nitrofenil

PSSM: matriz de peso score—posi¢ao

REU: unidades de energia do Rosetta

SDS-PAGE: Eletroforese desnaturante utilizando SDS
SEC: Cromatografia de gel filtracao

SfBgly: B—glicosidase de Spodoptera frugiperda

TK: tirosina quinase
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Introducao geral

Proteinas sdo as biomoléculas de trabalho mais eficientes e versateis da
biologia. Um particular grupo dessas moléculas sdo as enzimas, verdadeiros
biocatalisadores que as formas de vida empregam para que suas reagoes quimicas
ocorram com a especificidade e velocidade compativeis a manutencao das fungdes
celulares nesses organismos. Além disso, as enzimas sdo aproveitadas em
processos biotecnoldgicos para a geracao de produtos de alto valor comercial na
industria de alimentos, téxtil, farmacéutico e energia (Robinson, 2015).

Existem ao menos dois aspectos que possibilitam as enzimas serem
eficientes e tteis catalisadores naturais: a) o correto enovelamento da proteina,
seguido da correta disposicdo espacial das cadeias laterais no sitio ativo para
ativar o substrato e interagir fortemente com o seu estado de transicdo (Knowles,
1991). b) a selecdo natural que permite o refinamento da atividade enzimatica
durante a trajetéoria evolutiva de uma espécie, permitindo que a sequéncia de
aminoacidos acumule mutacées, insercoes e delecoes que sao selecionadas e
passadas para a préxima geracio quando oferecem vantagens adaptativas (Singh
et al., 2021).

E com base na compreensao dessas principais premissas que € possivel
formular conclusées sobre a atuagao fisioldgica de uma particular enzima em um
organismo e prever como modificacbes na sequéncia de aminoacidos de uma
enzima alterara a sua funcao. Mais empolgante ainda, é a possibilidade de utilizar
esses conhecimentos para o design de enzimas, 1.e., procedimentos computacionais
para criar sequéncias de enzimas sob medida e de funcido preestabelecida, seja
para catalisar novas reag¢ées quimicas ou para criar maquinas moleculares com
potencial de revolucionar a nanotecnologia (Zhou et al., 2020).

Esta tese de doutorado utilizou—se de fundamentos fisico—quimicos e
evolutivos para buscar responder perguntas que concernem a atividade enzimatica
e tem a finalidade de discorrer sobre os aspectos estruturais que modulam a fungao
das enzimas a nivel de estrutura quaternaria e de estados conformacionais, além

de verificar experimentalmente as implicacbes na atividade apds estratégias
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racionais e computacionais para alteracao de seus aminoacidos. Para isso, duas
enzimas foram estudadas e descritas em capitulos separados:

I — Enzima SfBgly (Uniprot id: 061594), um glicosideo hidrolase da familia GH1
originalmente expressa em um inseto chamado Spodoptera frugiperda, também
conhecida como lagarta—militar (Marana et al., 2001).

IT — Enzima Abl1-KD (Uniprot id: P00519), o dominio catalitico isolado da proteina
tirosina quinase humana que catalisa a transferéncia de grupos fosfatos para
outras proteinas (Shtivelman et al., 1986).

Em cada capitulo sera apresentada uma introducgdo seguida dos objetivos e
hipoteses formuladas para entender como mudangas de estado oligomérico ou de
sequéncia modulam a atividade enzimatica, seguido da descri¢cdo dos materiais e
métodos empregados para resolver e testar as hipdteses. Depois serdo mostradas
as evidéncias experimentais e as interpretacées dos resultados obtidos. Em
seguida serao apresentadas as conclusées e perspectivas que irdo conter uma
opinido sobre os fatos que resultaram dos experimentos, assim como as principais
perguntas que persistem na area. Finalmente serdo mostradas as publicagoes em

jornal cientifico que foram geradas a partir desta tese.
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Capitulo 1

Relacao entre atividade enzimatica e
oligomerizacao da B—glicosideo hidrolase de
Spodoptera frugiperda (Sfpgly)

1.1 — Introdugao

1.1.1 — Funcéo e familia de glicosideo hidrolases

As enzimas conhecidas como glicosideo hidrolase (GH) possuem papel
fundamental na manutencao da vida e dos ecossistemas por atuar em substratos
que sao conjugados de carboidratos, considerados uma das substancias organicas
mais abundantes do planeta e de alto valor econémico (BeMiller, 2004; Lichtenthaler &
Peters, 2004; O. Silva et al., 2018). Historicamente, as GHs foram protagonistas em
diversos descobrimentos, por exemplo no desenvolvimento da teoria do modelo de
“chave e fechadura” (Fischer, 1894), na sintese de glicosideos (Bojarova-Fialova & Kien,
2007) e na industria como propulsor de novos produtos, como por exemplo o leite
sem lactose (Hari Krishna, 2002). GHs realizam a hidrélise da ligacdo glicosidica,
gerando agucares livres a partir de seus substratos que podem ser di—, oligo e
polissacarideos ou ainda glicoconjugados (Kétzler et al., 2014) (Figura 1.1). A
atividade enzimatica de GHs é classificada com o cédigo EC 3.2.1.z, conforme
estabelecido pela Enzyme Commission (EC) do Nomenclature Committee of the
International Union of Biochemistry and Molecular Biology (https://iubmb.org/),
onde , “3” indica que a reacdo é de hidrélise (A-B + H20 = AH + BOH), “2” indica
que hidrolisam ligagoes glicosidicas, “1” indica que é especifica para a ligagdo O—
glicosidica e “z” representa a especificidade do substrato. Portanto, GHs sdo um
grupo de enzimas que disponibilizam e movem sacarideos para diversos processos
celulares criticos, como o metabolismo energético, sinalizacdo celular,
estruturacio da célula e producdo de precursores de 4cidos nucléicos (Davies et al.,

2005).
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Figura 1.1 Exemplos de substratos de GHs.

A reacao de catalise em GHs é estereosseletiva, do tipo acido/base e ocorre
através de dois residuos de 4cidos glutamico ou aspartico cataliticos (Figura 1.2),
resultando no sacarideo livre que pode ter a posicdo da hidroxila no carbono
anomeérico que participava da ligacgao glicosidica sendo invertida ou retida. No caso
das GHs denominadas inversoras, a propria agua efetua um ataque nucleofilico e
substitui um dos sacarideos que faziam a ligacdo O—glicosidica através de um
estado de transicio tipo ion oxocarbénio, gerando, por exemplo, um o—sacarideo
como produto de um P-substrato (Figura 1.2a). Por outro lado, a hidrdlise
catalisada por GHs pode ser feita através de mecanismo de retencgao, que ocorre
via ataque nucleofilico de um dos carboxilatos cataliticos, gerando um
intermediario glicosilado da enzima, enquanto o sacarideo que é o grupo de saida
¢ auxiliado pelo outro acido carboxilico catalitico que cede seu proton. Depois, a
agua é ativada pelo segundo carboxilato, que agora age como uma base, resultando
em um ataque nucleofilico no carbono anomérico do intermediario glicosilado e
formacdo de um ion oxocarbénio como estado de transicdo, que ira dissociar—se
resultando no sacarideo livre (Figura 1.2b). Neste mesmo tipo de reacdo de
retencao, se ao invés da agua, o intermediario glicosilado for atacado por um grupo

hidroxila de outro sacarideo, que procedera como nucleédfilo, a reacio sera chamada
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de transglicosilacao e havera a formacao de um novo glicosideo (Bojarova-Fialova &

Kfen, 2007; Withers, 2001).
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Figura 1.2. Mecanismo de reacio de glicosideo hidrolases. a: mecanismo de inversao (B
para a) b: mecanismo de retencdo. Retirado da referéncia (Bojarova-Fialova & K¥en, 2007).

Diversas GHs ja foram identificadas e caracterizadas em organismos de
diferentes complexidades, desde bactérias até humanos (Ketudat Cairns & Esen, 2010;
Nakamura et al., 2019). Para uma eficiente e organizada catalogacdo desse enorme
grupo de enzimas, o banco de dados chamado CAZy (Carbohydrate Active
Enzymes; http://www.cazy.org/) classifica as GHs em grupos numéricos baseados
em similaridade de sequéncia e chamados de familias, as quais atualmente vao da
GH1 até a GH173 (Lombard et al., 2014). Por sua vez as familias relacionadas
estruturalmente ainda podem ser organizadas em grandes clas, identificados por
letras, que vao de GH-A até GH-R. As enzimas que compdoem uma familia
compartilham do mesmo tipo de enovelamento, mecanismo de reacao e tipos de
residuos cataliticos. Em termos de substratos, cada enzima podera ser
cataliticamente promiscua atuando sobre varios tipos de glicosideos, e.g., lactose,
celobiose etc. No entanto, cada enzima ira ser particularmente mais ativa sobre
um determinado tipo de substrato. Por exemplo, uma lactase da familia GH1 (EC
3.2.1.108) tera maior atividade sobre lactose comparada a celobiose, enquanto uma
B—glucosidase da familia GH1 (EC 3.2.1.21) poderi ter maior atividade de

celobiase comparada a sua atividade lactase (Asp et al., 1969; Marana et al., 2000).

1.1.2 — Catalise a— e B— estereosseletiva de glicosidases
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A diversidade estereoquimica de glicosideos promove funcionalidade e
versatilidade na medida que monossacarideos sao ligados entre si. Um dos grandes
determinantes desta complexa estereoquimica é a configuracdo do carbono
anomérico, o. ou B, envolvido na ligacdo entre dois monossacarideos (Figura 1.3).
As glicosideo hidrolases se destacam em reconhecer o correto substrato para
realizar a sua funcio, e em geral, se restringe a apenas um tipo de configuracao
a— ou P— do substrato (Thorlby et al., 2004). Existem raras GHs bifuncionais
capazes de hidrolisar substratos de ambas as configura¢bes anoméricas, como a
GH4 fosfo—o—glucosidase da Fusobacterium mortiferum (Pikis et al., 2002), e
outras f—glicosidase capazes de hidrolisar a—substratos com atividades menores a

1% relativa ao substrato de maior especificidade (Florindo et al., 2018; Seshadri et

al., 2009).
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Figura 1.3. Exemplo de dois dissacarideos que se distinguem pela configuracao da ligagao
O—glicosidica no carbono anomérico apontado como B para a celobiose (a) e o para maltose
(b). Indicacdes “~1” e “+1” correspondem a porcdo da molécula reconhecida por GHs como
nao redutora e redutora, respectivamente.

Ainda ndo ha uma explicacdo molecular satisfatéria para a discriminacio
entre a e B substratos de glicosideo hidrolases, mas sabe—se que ambos os tipos de
substrato compartilham equivalentes residuos cataliticos conservados no sitio
ativo, os mesmos intermediarios de reacao e mecanismos de hidroélise por inversao
ou retencdo da configuracio (Figura 1.2). Também h4 registros de p—glicosidases
que sdo inibidas por um o—substrato, ou seja, capazes de competir pelo sitio ativo
(Ferreira & Terra, 1983). Possivelmente, as intricadas redes de ligacao de hidrogénio no

sitio ativo com o substrato (Badieyan et al., 2012) e a correta estabilizacdo dos
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intermediarios de reacdo (Chiba, 1997) sdo fatores cruciais na selecdo e hidrélise

do substrato de configuracao apropriado.

1.1.3 — Oligomerizacao das glicosideo hidrolases

O processo de oligomerizacdo de proteinas, também conhecido como
formagao de estrutura quaternaria, ocorre quando cadeias de proteinas isoladas
se associam por interacoes moleculares nao—covalentes, geralmente de modo
especifico, em muitas situagées promovendo alteracées de suas propriedades
funcionais. Um caso classico é a hemoglobina, cuja afinidade de ligacdo ao oxigénio
é influenciada por sua estrutura quaternaria (Pauling, 1935).

Em geral, proteinas expressas em ambiente celular formam algum tipo de
oligobmero, uma caracteristica que é mais a regra do que exce¢ao (Goodsell & Olson,
2000). E possivel classificar a oligomerizacao de duas formas, a primeira diz
respeito a identidade das proteinas que interagem. Se duas ou mais cadeias da
mesma proteina, I.e., subunidades, se associam, sao homo—oligoméros, e se forem
subunidades de cadeias diferentes, serdao chamados de hetero—oligbmeros. A
segunda forma de classificaciao diz respeito a quantidade e grupo de simetria da
associacdo entre subunidades. O grupo de simetria pode ser ciclico, dihedral,
cubico e sem simetria (Goodsell & Olson, 2000). Por exemplo, duas subunidades
formando um homodimero com um eixo de simetria rotacional tera simetria ciclica
C2, e quatro subunidades formando um homotetramero contendo um eixo de

simetria rotacional e um eixo perpendicular de simetria dupla tera simetria

dihedral D4 (Figura 1.4).
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a b

Homodimero C2 Homotetramero D4

Figura 1.4. Exemplos de oligobmeros. a: duas subunidades da mesma proteina, uma GH
(PDB: 5CGO0), formando um homodimero. b: quatro subunidades da mesma proteina, uma
GH (PDB: 5DT7), formando um homotetramero.

Nem todas as GHs formam oligbmeros, mas para aquelas que o fazem, a
oligomerizacgao parece ter alguma relacdo com a sua fungao, ou seja, possivelmente
é resultado de uma adaptacao evolutiva (Ali & Imperiali, 2005). E o caso de uma GH1
B—glucosidase de Exiguobacterium antarcticum (Figura 1.4b), que forma
tetrameros adaptados para maior atividade em ambientes frios (Zanphorlin et al.,
2016). J4 em uma GH57 a—amilase de Thermotoga maritima, os tetrameros sio
espacialmente organizados para dificultar o acesso e a hidrdlise de porcgoes
ramificadas da amilopectina, enquanto outro membro desta mesma familia,
também uma hidrolase de o—glucanas, ocorre estritamente como monomero, sendo
capaz de atuar em substratos ramificados (Dickmanns et al., 2006; Santos et al.,
2011). Finalmente, em um caso mais complexo, a p—glucosidase GH1 da aveia
forma estados oligoméricos fibrilares que se organizam formando um tunel, onde
localizam—se os sitios ativos desses monomeros, exibindo um incremento da
atividade enzimatica nesta forma oligomérica (KIM et al., 2005; Kim & Kim, 2004).
Portanto, o processo de oligomerizacgao, em especial entre subunidades idénticas,
se mostra uma estratégia molecular de adaptacdo simples e de menor custo
energético para a célula comparado a producéo de novas proteinas (Danielli et al.,

2020), servindo como modulador da funcdo em GHs.
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1.1.4 — Conformacéo de proteinas e teoria de ligacdo por selecio de
conférmeros e ajuste induzido

E concebido que as proteinas contém uma sequéncia especifica de
aminoacidos que é responsavel por ditar uma estrutura tridimensional bem
definida, processo chamado de enovelamento, e satisfatoriamente explicado pela
hipétese termodinamica (Anfinsen, 1973). Atualmente, a melhor representacio
deste processo € através da superficie de energia de enovelamento com forma de
funil (Figura 1.5), que resume componentes quantitativas energéticas e
qualitativas estruturais na forma de superficie do funil (Dill et al., 2008). Desta
forma, uma cadeia proteica representada no fundo do funil esta na forma nativa
e, portanto, funcional, enquanto no topo do funil, a proteina esta em um estado de

alta entropia, 1.e., desnaturada e inativa.
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Figura 1.5. Representacio da superficie de energia de enovelamento de uma proteina em
forma de funil. No fundo do funil, a superficie de energia contempla as conformacdes (e.g:,
“A” e “B”) que a proteina pode amostrar na sua forma nativa, incluindo as barreiras
energéticas entre as conformacées que ditam a sua cinética de interconversio. Figuras
retiradas e modificadas de (Dill & MacCallum, 2012; Henzler-Wildman & Kern, 2007).

E importante ressaltar que a estrutura nativa da proteina é uma média de
conformagbes que varia conforme a cinética de flutuag¢io rotamérica nas cadeias
laterais dos residuos no interior e ao redor da proteina pela camada de solvatagao
de dgua (Figura 1.6) (Frauenfelder et al., 2009). Essa intrinseca dindmica da

estrutura da proteina também pode ser representada como um funil de carater
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rugoso (Figura 1.5) (Henzler-Wildman & Kern, 2007), onde cada conformacéo é separada
por barreiras energéticas que ditam a cinética de troca entre conformacgoes.
Quanto mais elevada a barreira, mais lenta é a troca de uma conformacao para
outra. O efeito macroscépico da dinamica da proteina e o conjunto de todas as
entidades proteicas de diferentes conformacoes, vai por exemplo, ditar a taxa de
atividade de uma enzima, considerando que distintas conformacées, mesmo na

forma nativa, possuem diferentes taxas de atividades (Wolf-Watz et al., 2004).

- .
RS

Figura 1.6. Estrutura em superficie de uma proteina (PDB 5CGO0) cercada pela primeira
camada de solvatacao.

A alternancia conformacional das proteinas da embasamento para outra
propriedade funcional muito importante: a formacio de hetero e homo—oligbmeros,
ou seja, a interacdo entre proteinas. Neste contexto, considerando uma proteina
“A” com populacoes discretas de diferentes conformacgoes, caso uma delas tenha
maior afinidade por outra molécula “B”, podera ser observado um efeito estatistico
de deslocamento populacional para esta populacido de maior afinidade se de fato
ela encontrar e ligar com “B”, um caso denominado como sele¢ido de conférmeros.
Em outra situacio, a proteina “A” ja possui certa afinidade pela outra molécula
“B”, contudo se ocorre a ligacdo entre elas, um novo ajuste torna a afinidade de
ligacao ainda maior. Esses dois mecanismos de ligacao, selecao de conféormeros e
ajuste induzido, entre proteinas, também sao explicados por funis de superficie de
energia, analogamente ao de enovelamento (Weikl & Paul, 2014). Na Figura 1.7 é
1lustrado a relagdo entre os diferentes mecanismos de ligacio e as conformacées

de duas proteinas “A” e “B” representadas em posi¢ées na superficie de energia do
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funil de enovelamento, como por exemplo, os cenarios de selecao de conformeros e
de ajuste induzido (Csermely et al., 2010).

Funil de enovelamento: proteina A proteina B

Mutual
adjustment
process

Partner A Waay  gemee” Partner B

binding trajectories Y binding trajectories
e \ WY

(4) Lock-and-key W Wm | WW ﬁ
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' conformational
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(b) Inducod fit W + induced fit
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selection

Csermely et al. (2010) Trends in Biochémical Sciences Ties

Figura 1.7. Mecanismos de ligagdo entre proteinas em vista da superficie de energia de
enovelamento. Figura retirada e modificada de Csermely et al. (2010).

1.1.5 — Propriedades enzimaticas e estruturais da Sfply

A SfBgly foi originalmente caracterizada como uma celobiase associada ao
glicocalix no intestino médio da lagarta Spodoptera frugiperda, também conhecida
como lagarta-militar (Ferreira et al., 1994; Marana et al., 2000). De acordo com
estes estudos anteriores, considerando que a Sfpgly era ativa sobre celobiose e
oligocelodextrinas curtas (C2 a C5), foi proposto que esta enzima participaria da
reacdo de quebra de celulose e/ou hemiceluloses presentes na dieta deste inseto.
SfBgly também possui atividade sobre glicoconjugados sintéticos (p—nitrofenil p—
glicosideos e metilumbeliferil f—glicosideos) e outros naturais, como a gentiobiose

e amigdalina (Marana et al., 2001).
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Com base no sequenciamento do seu cDNA, sintetizado a partir do RNA
extraido do intestino médio dessa lagarta, SfBgly foi classificada pelo CAZy na
familia GH1 e cla GH-A, e como todos os membros desses grupos, possul uma
estrutura tercidria de barril (o/f)s (Figura 1.8), também conhecido como TIM
barrel (Banner et al., 1975). Seu cDNA também foi clonado em vetor de expressio
para producio em sistema heterélogo (E. coli e P. pastoris), o que facilitou
determinar as constantes cinéticas das reacgoes por ela catalisada, sua estrutura
cristalografica (PDB 5CGO0), estabilidade térmica e os efeitos de diversas mutacdes
sitio-dirigida sobre sua especificidade pelo substrato (Marana et al., 2001, 2002;
Souza et al., 2016; Tamaki et al., 2016). Esta ampla base de dados e a facilidade
para sua producdao heterdloga, faz de Sffgly um o6timo modelo de estudo
filogenético e enzimatico de GHs. De fato, foi possivel, por exemplo, identificar
mutacoes em posicoes que se ligam a porgao aglicona do substrato como sendo

aquelas que aumentam a atividade frente a celobiose (Tamaki et al., 2016).
b

Figura 1.8. a: Estrutura cristalogréfica da Sfgly (PDB 5CGO0) com énfase no barril (o/p)s
e destaque das alfa—hélices e fitas beta em cores azul e verde, respectivamente. b: Unidade
estrutural de repeticdo do barril (o/f)s em vermelho.

A eficiéncia catalitica da SfBgly (keat/Km ~1:103 M-1s-! para o substrato
natural celobiose, Tamaki et al., 2016) ndo parece ser uma referéncia de altissima
atividade. Além de seu kcat/ Km estar distante do teto tedrico limitado pela difusio
(~109 M-1s-1), é 100 vezes menor comparado a mediana da distribuicio de um
compilado de kcat/ K para mais de 1800 enzimas considerando apenas seus

substratos naturais (Bar-Even et al., 2011). Portanto, parece que ha pleno
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potencial para aperfeicoamento da atividade de SfBgly utilizando-se de estratégias
de mutacoes que visem estabilizar o estado ativo da enzima através de interacoes
epistaticas distantes do sitio catalitico ou por técnicas laboratoriais de evolucao
dirigida. No entanto, esta tarefa nao é facil, e em geral mutacoes em enzimas, em
especial, nas posi¢oes que fazem parte do sitio ativo, podem levar a efeitos
adversos, como a formacao de produtos indesejaveis, diminui¢ao de afinidade pelo
substrato e até causar a perda de atividade (Ly & Withers, 1999). Exemplo disto com
a SfBgly é que algumas mutacées, mesmo distante do sitio ativo podem afetar a
seletividade por substratos (Mendon¢a & Marana, 2011).

Sobre a estrutura quaternaria da SfBgly, é sabido que esta forma um dimero
em solucdo (Souza, 2017). Ademais a andlise deste dimero no software PISA
(Krissinel & Henrick, 2007) revela uma interface de 905 Az e 31 residuos que realizam
contatos reciprocamente entre as subunidades (Figura 1.9). A homodimerizacio
nao compromete o acesso pelo substrato até o sitio ativo, ja que o tunel que da
acesso a ele esta com a face voltada para a direcao contraria a da interface, entao
nao ha uma modulagao de funcao explicita pelo controle de captura do substrato.
No entanto, ainda é possivel que efeitos alostéricos e de estados conformacionais
atuem na atividade enzimatica em resposta ao estado oligomérico da enzima,
fenomenos que sdo pouco explorados na familia de GH, mas presentes e

caracterizados em outras enzimas, como na superfamilia de enzimas

desidrogenase/redutase (Li et al., 2022).
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Figura 1.9. Estrutura cristalografica do homodimero da Sfpgly (PDB 5CGO0). Em esferas
laranjas estdo os residuos cataliticos E187 e E399, e as esferas vermelhas, apenas na
cadeia da esquerda, sdo os carbonos alfa de residuos que fazem contato na interface.

1.1.6 — Objetivos e hipéteses
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Frente a falta de evidéncias experimentais sobre a funcionalidade do estado
dimérico da SfPgly, a presente tese expde um conjunto de experimentos e linhas
de pensamento buscando mostrar que a dimerizacado e atividade enzimatica da
SfBgly estao associadas, sugerindo que a relagao desses atributos néo sao produtos
de mera chance. Estratégias de mutacao sitio dirigida serdo especialmente uteis
para testar hipoteses de modificar a dimerizacao e atividade enzimatica. As
principais hip6teses foram testadas da seguinte forma:

I- A partir da Sffgly recombinante purificada, seu estado oligomérico
predominante podera ser dimero ou monémero a depender de fatores fisicos
extensivos, como a concentracao de proteina e forca i6nica da solugao. Entao,
quanto mais concentrada a enzima, maior a chance de duas subunidades se
encontrarem, enquanto a forca ionica do tampao dita a intensidade entre as
forcas eletrostaticas dos residuos que estao na interface do dimero. Portanto,
a enzima foi purificada e analisada usando cromatografia de filtracdo em gel
analitica (SEC) acoplado a detector de MALS e fluorescéncia para investigar
a influéncia da concentracéo de enzima no estado oligomérico.

II- Os estados oligoméricos e atividade enzimatica de SfBgly se relacionam
através das suas conformacées, 1.e., distintos perfis estruturais com
diferentes energias e caracteristicas. E pressuposto que alguma conformacao
da SfBgly tenha maior afinidade a formacdo do dimero e seja mais ativa,
enquanto outra conformacao seja energeticamente estavel como monomero e
menos ativa. Para testar esta hipodtese, foram obtidos os parametros de
cinética enzimatica (Ku e keat) das fracoes de dimero e monomero separadas
por SEC. Além da cinética de conversdao do dimero para monomero com
experimentos de diluicio monitorados por fluorescéncia intrinseca que
servem para esclarecer a cinética de ligacao entre as subunidades com
modelos matematicos que se aproximam da realidade fisica.

III- Mutacées racionalmente planejadas ou calculadas por simulagoes
computacionais sdo capazes de guiar propriedades de uma enzima para uma
determinada finalidade, e.g., aumentar a eficiéncia catalitica e estabilizar
uma forma oligomérica. Portanto, mutacées pontuais na interface do dimero

foram inseridas para estabilizar e desestabilizar o dimero e validar se de fato
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0 monomero é menos ativo comparado a enzima selvagem. Em outra medida
mais agressiva, uma variante com 45 mutacoes acumuladas na sequéncia de
SfBgly foi desenhada utilizando softwares especializados, para verificar os

1mpactos na sua dimerizacao e atividade.

1.2 — Materiais e Métodos

1.2.1 — Reagentes, tampées e plasmideos

O vetor pET-46 EK-LIC (Merck Millipore, Billerica, MA, EUA) contendo a
o segmento de DNA que codifica a SfBgly (pET46-SfBgly) j4 estava disponivel em
nosso grupo de pesquisa (Souza et al., 2016). Padrdes de peso molecular para SDS-
PAGE de ampla gama foram adquiridos da Bio-Rad (Hercules, CA, EUA). Tampao
F100 significa tampao fosfato de potassio 100 mM, pH 6, o tampao de de lise é
fosfato de s6dio 50 mM pH 7 contendo NaCl 300 mM e imidazol 20 mM. O tampéao
de eluicao é fosfato de s6dio 50 mM pH 7 contendo NaCl 300 mM e imidazol 300
mM. O tampao de ligacdo da troca i6nica (IEX) é HEPES 50 mM pH 7 NaCl 50
mM. O tampao de eluicao IEX é HEPES 50 mM pH 7 NaCl 1 M.

1.2.2 — Expressio e purificagao de Sfgly

O segmento de DNA que codifica a Sffgly selvagem inserida em plasmideo
de expressdo pET-46 com Hise tag na sua porcdo N-terminal (pET46_Hiss Sfpgly)
foi transformado em £ coli BL21 (DE3) competente e uma tnica colénia foi
inoculada em 5 ml de LLB com glicose 1% e carbenicilina 50 pg/ml e incubada sob
agitacdo a 200 rpm, 35 °C por 16 h. Em seguida, 1 ml deste pré-inéculo foi
adicionado a 500 ml de LB com carbenicilina 50 ug/ml. O inéculo foi incubado a 35
°C sob agitacdo (200 rpm) até atingir DOeoo de 0,5 — 0,7. Depois disso, isopropil B—
D—1-tiogalactopiranosideo (IPTG) foi adicionado a uma concentracéo final de 0,8
mM para induzir a expressio de Sffgly por 16 h a 22,5 °C e agita¢do a 200 rpm.
Em seguida, as células foram centrifugadas a 4.000 rpm por 20 min a 4 °C e
armazenadas a —20 °C para processamento adicional.

As células peletizadas foram suspensas em tampao de lise (2:1 p/v) contendo
lisozima (1 mg/ml). A lise celular foi feita por sonicacdo (Branson Sonifier 250,

Soni-tech) usando 5 pulsos a 10% de amplitude por 10 s com intervalo de 1 min
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entre os pulsos. As amostras foram mantidas no gelo durante a sonicagao. Os
detritos celulares foram sedimentados por centrifugacdo a 9.000 g (30 min, 4 °C).
O sobrenadante foi incubado com resina Ni-NTA (Qiagen) em uma proporcao de 1
ml de sobrenadante para 200 ul de resina que foi pré-equilibrada com tampao de
ligacao de lise. Esta suspensao foi incubada por 1 h com agitac¢io de ponta a ponta
a 8 °C. As proteinas néo ligadas foram removidas por centrifugacio (5.000 g, 1
min, 4 °C). Em seguida, as proteinas fracamente ligadas foram removidas da
resina por 5 ciclos de lavagem com tampao de lise e centrifugacao. Em seguida, a
mistura foi eluida em 3 ciclos de incubacdo com tampédo de eluicdo (120 pl de
tampao de eluicdo para cada 200 pul de resina) por 10 min a 8 °C sob agitacio suave
seguido de centrifugacao e coleta do sobrenadante em cada ciclo. O sobrenadante
contendo o Sffgly foi submetido a troca de tampao usando uma coluna HiTrap
Dessalting (GE Healthcare) pré-equilibrada com tampdo de ligacio IEX. A
cromatografia IEX foi realizada num sistema AKTAFPLC (GE Healthcare) com
uma coluna MonoQ HR5/50 GL (GE) a 25 °C e um fluxo de 1 ml/min. Apés a troca
do tampio (ver acima), a amostra completa foi carregada na coluna. As proteinas
ndo ligadas foram removidas por lavagem com tampao de ligacdo IEX (5 ml). As
proteinas ligadas foram eluidas em um gradiente linear de 0 a 70% de tampao de
eluicao IEX em 20 volumes de coluna. As fracées foram coletadas em placas de 96
pogos profundos e aquelas contendo SfBgly foram reunidas em um dispositivo de
filtro centrifugo (poro de 10 kDa; Amicon Millipore). Apés ciclos repetitivos de
lavagem com tampao F100, a Sffgly foi concentrada para 93,5 uM. Todas as
diluicoes adicionais foram feitas a partir desta solucido estoque. A avaliacdo da
purificacio da proteina recombinante foi feita por SDS-PAGE (LAEMMLI, 1970).
O método BCA (Smith et al., 1985) foi usado para quantificar a concentracio de
proteina purificada e a albumina de soro bovino (Sigma-Aldrich Inc., St. Louis,
MO) foi utilizada como padrdo. As designacdes [SfBgly]l e “proteina total” sdo

sInONIMoS.

1.2.3 — Separacao de dimeros e monémeros por SEC

A cromatografia de filtracdo em gel analitica (SEC, do inglés size exclusion

chromatography) foi realizada utilizando um sistema AKTAFPLC (GE
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HealthCare). Duas colunas Superdex 200 HR10/300 GL (GE HealthCare)
acopladas em linha ou, quando mencionado de outra forma, uma Unica Superdex
200 Increase 10/300 GL (GE HealthCare), foram equilibradas com tampéo F100.
As colunas foram imersas em gelo moido para melhorar a resolucdo entre os picos
(Hong et al., 2012), consequentemente, a pressdo do sistema aumentou até
estabilizacdo em 1 MPa a 0,25 ml/min devido a alta viscosidade do tampao
associada a baixa temperatura. Diferentes concentracoes de Sfpgly preparadas em
F100 foram incubadas por pelo menos 16h na temperatura de 5 °C para alcangar
o equilibrio entre dimero e monoémero antes da separagao por SEC. Cada amostra
foi carregada nas colunas usando um Joop de amostra de 200 pL. As fracdes (0,5
ml) de dimero e mondémeros separadas pelo SEC foram coletadas em uma placa de
96 pocos profundos previamente congelada e contendo agua congelada nos pocos
vizinhos aos que foram utilizados na coleta das fra¢ées contendo enzima. Os dados
foram coletados e processados por meio do software UNICORN versdo 5.11 (GE
HealthCare).

1.2.4 — Atividade enzimatica de Sfpgly

A velocidade inicial (v¢) de hidrélise de pelo menos 10 concentracdes
diferentes dos substratos: p-nitrofenil-p—D—glucosideo (p—nf B—glucosideo), p—
nitrofenil-f—D—fucosideo (p—nf B—fucosideo), p—nitrofenil-B—D—galactosideo (p—nf
B—galactosideo) e celobiose, preparados em tampdo F100. Para determinar os
parametros cinéticos (keat € Km) foi assumindo uma cinética de estado estacionario
e utilizado o modelo de cinética enzimatica de Michaelis-Mentem. No caso de
ensaios de atividade apés SEC, apenas o substrato p—nf p—glucosideo foi utilizado,
e as fracoes diméricas e monoméricas de Sffgly coletadas na placa gelada foram
rapidamente diluidas separadamente até a concentracao de 0,1 uM usando tampao
F100 gelado. Cerca de 3 minutos se passaram entre o ensaio e a conclusao da SEC.
A enzima diluida (50 pl) foi misturada com o substrato (50 pl) em uma placa de 96
pogos em gelo e em seguida transferida para um banho-maria a 30 °C. As reagées
foram paradas adicionando 100 pl de carbonato de s6dio 0,5 M em 4 tempos
diferentes para calcular a vo de formacao de produto ao longo do tempo, ou seja, a

velocidade de reacao. Depois, o produto da reacdo de hidroélise dos substratos
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sintéticos, p-—nitrofenol, foi quantificado através da absorbancia a 415 nm,
determinadas com um leitor de placas. O produto de hidrélise da celobiose é a d-
glicose que foi quantificada utilizando kit da Vida Biotecnologia através de método

enzimatico.

1.2.5 — SEC acoplado a MALS e detector de fluorescéncia

A determinagdo da massa molar média das proteinas foi realizada
utilizando o mesmo sistema SEC descrito acima conectado a um espalhamento de
luz estatico multi—-angulo miniDAWN TREOS e um detector Optilab T-rEX (Wyatt
Technology Corporation, Santa Barbara CA, EUA). As condi¢des experimentais
também foram as mesmas ja descritas acima. Os dados foram coletados e
processados usando o software ASTRA versdo 7.1.1.3 (Wyatt Technologies), por
exemplo, para calcular a massa molar média. A SEC também foi realizada em um
sistema de HPLC (Shimadzu 20AD com um detector de arranjo de diédos (PDA) e
um detector de fluorescéncia RF-20A) usando as mesmas condicdes descritas
acima. A eluicdo de SfBgly foi avaliada em dois canais de absorbancia (280 nm e
295 nm) e no modo de fluorescéncia (comprimento de onda de excitacdo (EX;) =

295 nm, comprimento de onda de emissdo (EM;) = 337 nm).

1.2.6 — Espectros de fluorescéncia intrinseca e cinética

A fluorescéncia intrinseca consiste em incidir um feixe de luz com
comprimento de onda conhecido na amostra contendo a enzima. Desta forma, a luz
que interage com residuos arométicos (em especial o triptofano) os excita para que
“devolvam” fotons com comprimento de onda maior. Foi utilizado um
espectrofluorimetro F-7000 (Hitachi, Téquio, Japdo) para detectar a fluorescéncia
intrinseca de amostras com SfBgly. As larguras das fendas foram ajustadas para
1 nm e 2,5 nm para excitacdo e emissao, respectivamente. A temperatura entre 5
e 20 °C fo1 controlada conectando o suporte da cubeta a um banho térmico. Para
espectros de fluorescéncia, comprimento de onda de exitacdo (EXy) foi ajustado
para 295 nm e comprimento de onda de emissdo (EM)) foi registrado entre 310 e
400 nm. Para varredura de fluorescéncia no tempo, EX) e EM) foram ajustados

para 295 e 337 nm, respectivamente, e registrados ao longo do tempo. Amostras
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de Sfpgly (0,5 a 93,5 nM) foram previamente incubadas por 16 h na respectiva
temperatura de ensaio. As amostras também foram centrifugadas a 9.000 g por 2
min. Para a cinética da dissociacdo do homodimero, a amostra de Sfpgly (93 pM
ou 75 pM) foi rapidamente diluida para 0,5 pM com o mesmo tampio de amostra
termicamente equilibrada e, em seguida, rapidamente transferida para o
espectrofotometro de fluorescéncia para acompanhar a intensidade de EM, a 337

nm ao longo do tempo (18.000 s de duracio com leituras cada 5 s).

1.2.7 — Design da variante de Sfpgly

A estrutura cristalografica de SfBgly (PDB 5CGO) foi baixada, a cadeia “A”
foi isolada das demais e foram removidos ligantes e moléculas de agua da
estrutura. Depois o Rosetta (Leaver-Fay et al., 2011) foi utilizado com
RosettaScripts (Fleishman et al.,, 2011) para adicionar hidrogénios nos
aminoacidos da proteina, seguido de relaxamento com o protocolo FastRelax
(Khatib et al., 2011). A estrutura relaxada foi submetida no webserver PROSS
(https://pross.weizmann.ac.il/step/pross-terms/) (Goldenzweig et al.,, 2016),
parametros de design foram proibidos nos residuos essenciais para a catalise
descritos por Tamaki (Tamaki et al., 2016) e nos que compdem a interface. Uma
variante com 43 mutacgoes foi escolhida e submetida para o préximo round de
design no sitio ativo através do webserver FuncLib

(https://funclib.weizmann.ac.il/bin/steps) (Khersonsky et al.,, 2018). Uma das

sequéncias com 4 mutacoes, I.e., 47 mutacoes em relacdo a selvagem, foi escolhida
para ser sintetizada (GenScript, USA) e inserida em frame no plasmideo de

expressdo pET-28a(+) e purificada como mencionado em sessdes anteriores.

1.3 — Resultados e discussao

1.3.1 — Purificacdo da SfBgly recombinate e determinacéo do seu estado
oligomérico

A SfBgly foi purificada através de estratégias usuais de purificacdo de
proteinas. Primeiramente, foi utilizada cromatografia por afinidade com uma
resina de Ni-NTA para isolar a enzima das demais no lisado bacteriano (raia 5 e 6

da Figura 1.10a). No entanto, dada a presenca de proteinas contaminantes
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minoritarias, uma nova etapa de purificacdo fol necessaria, sendo que entao foi
usada cromatografia de troca idnica em uma coluna Mono Q™ (Cytiva, EUA)
Deste modo, foi obtida (raia 7 da Figura 1.10a,b) uma amostra de pureza desejavel
para os testes biofisicos e enzimaticos.

Para avaliar o estado oligomérico da SfBgly, a enzima foi concentrada até
30 uM e analisada por SEC-MALS, onde determinou-se que Sffgly ocorre como
homodimero (M tedrico = 113,6 g/mol) com My = 117 + 1 g/mol e mondémero (My
tedrico = 56,8 g/mol) com My = 58,6 + 0,7 g/mol (Figura 1.10c). Além disso, também
foi demonstrada a sensibilidade da oligomerizacdo a forca idnica do tampao
(Figura 1.10d), sendo que em baixa forca iénica (tampao 10 mM fosfato pH 6) o
estado monomérico é preponderante, enquanto em maior forca ionica (tampao 100
mM fosfato pH 6) a enzima tem preferéncia pelo estado dimérico. E conhecido que
a oligomerizacao de proteinas pode ser um processo reversivel e que depende da
forca 16nica do tampao (Batoulis et al., 2016; Bhattacharya et al., 2014; Kumari & Yadav, 2019;

Mahatabuddin et al., 2017).
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Figura 1.10. Purificacido da SfBgly recombinante expressa em bactérias BL21(DE3). a:
SDS-PAGE das etapas de purificacio; M — marcador de peso molecular (Da), 1 — cultura
bacteriana ndo induzida, 2 — sobrenadante do lisado das bactérias induzidas, 3 — proteinas
nao ligadas a resina Ni-NTA, 4 — lavado usando o tampao de amostra, 5 — proteinas
ligadas especificamente na resina e eluidas usando o tampao de elui¢éo, 6 — proteinas da
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fracdo 5 concentrada, 7 — fracdo coletada apds a cromatografia de troca i6nica com uma
coluna Mono Q™ (Cytiva, EUA). b: Cromatografia de troca iénica da amostra (fracdo 5)
eluida da resina Ni-NTA, %B = porcentagem de tampao de elui¢do contendo 1 M NaCl. ¢:
200 ul de 30 uM Sfpgly purificada injetada em sistema SEC-MALS com coluna
SuperDex™ 75 10/300 (GE Healthcare, SE) a um fluxo de 0,3 ml/min. d: SEC da SfBgly
em tampao fosfato de potassio pH 6 de baixa (10 mM fosfato de potéssio) e alta (100 mM
fosfato de potéssio) forca ionica.

Sendo que a SfBgly em alta forga idnica apresenta-se majoritariamente
como dimero, escolhemos esta condicao para investigar a influéncia das diferentes
concentracdes de proteina (93,5 — 1 pM) sobre a fracdo de homodimero (£) na
solucao, usando novamente SEC como ferramenta analitica. Na Figura 1.11 é
mostrado que diferentes concentracoes da enzima alcancam um equilibrio entre o
estado dimérico e monomérico seguindo um perfil hiperbdlico. Considerando o
equilibrio M + M = D, a constante de dissociac¢io resultante para este sistema a 5
°C é de Kp=3,7+0,3 uM (R2 = 0.994). Nota-se também que mesmo em situacdes
de altas concentracdes (cerca de 25 vezes o Kp), uma pequena fracio, pelo menos
10%, de monomero persiste na solugao. Além disso, o carater hiperbdlico do grafico
de £i em funcdo de [SfBglyl remete a um processo ndo-cooperativo.

Analisando o dimero no software PDBePISA (Krissinel & Henrick, 2007) nota-se
que formacao do dimero possui uma variacao de energia livre de solvatagao de —17
kcal/mol e, portanto, é termodinamicamente favoravel. No entanto, a continua
presenca do monomero em solucdo sugere que a cinética da oligomerizacao
controla a dimerizacao e limita que todo monomero livre seja convertido em

dimero.
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Figura 1.11. a: SEC da SfBgly em oito diferentes concentracdes (1 — 93,5 uM) a 5 °C. b:
Efeito da concentracéio de enzima na fracio de homodimero (£).
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1.3.2 — Atividade enzimatica de Sfpgly e sua relacdo com a oligomerizacao

A atividade de glicosideo hidrolase pode ser verificada pela deteccao de
produtos da hidrolise de seus substratos naturais ou de substratos glicoconjugados
sintéticos (Figura 1.1) que possuem uma probe que absorve luz ou emite
fluorescéncia para facilitar sua deteccio (Terra et al., 1979). Para verificar a
atividade hidrolase da Sffgly recombinante, primeiramente foram usados quatro
substratos diferentes a fim de obter seus os parametros de cinética enzimatica de
estado estacionario através dos modelos e consideracées de Briggs—Haldane e
Henri—Michaelis—Menten (Irwin H. Segel, 1993). Na Figura 1.12 e Tabela 1.1 sdo
mostrados os parametros cinéticos e as eficiéncias cataliticas para cada substrato
testado, sendo um natural (celobiose) e trés sintéticos (p—nitrofenil B—glucosideo,
p-nitrofenil p—fucosideo e p—nitrofenil p—galactosideo). Com relacdo a atividade
obtida sobre celobiose, verifica-se que a eficiéncia catalitica (ke.t/Kv) da SfBgly é
de 0,71 + 0,08 mM-1s-1, valor similar em ordem de grandeza a estudos anteriores,
e.g., kat/Km= 1,11 mM-1s-1 (Tamaki et al., 2016) e keat/ Kni= 0,18 + 0,05 mM1s’!
(Marana et al., 2002). O mesmo grau de semelhanca ocorre com os substratos
sintéticos. Para p—nitrofenil B—glucosideo foi obtido um kcat/ KM= 0,8 + 0,1 mM-1s-
1 enquanto que estudos anteriores determinaram kc./ Am= 1,09 + 0,04 mM-1s-1
(Marana et al., 2002) e keat/ Kv= 0,26 + 0,01 mM-1s-! (Mendonga & Marana, 2011). J&
para o p-nitrofenil p—fucosideo foi aqui obtido um keat/ Km = 2,6 + 0,3 mM-1s1,
sendo que anteriormente demonstrou-se keat/ K= 2,8 + 0,9 mM-1s-1 (Marana et
al., 2001) e keat/ K= 1,01 + 0,04 mM-1s-! (Mendonga & Marana, 2011). Finalmente para
o p—nitrofenil f—galactosideo foi obtido um keat/ Km = 0,04 + 0,01 mM-1s-1, sendo
que trabalhos anteriores determinaram Acat/ KM= 0,09 + 0,01 mM-1s-! (Mendonga &

Marana, 2008) e keat/ KM= 0,17 + 0,02 mM-1s-! (Marana et al., 2002).
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Figura 1.12. Determinagao de parametros de cinética enzimatica da Sffgly purificada com
diferentes substratos. Linha continua é o ajuste da equacédo de Michaelis—Mentem sobre
os dados.

Tabela 1.1. Parametros de cinética enzimatica de SfBgly purificada com substratos

sintéticos e natural.

Kvu(mM)  Viax (nmol'min-1) Keat (s71) kecat/ Km
pnitrofenil B-glucosideo 1,8+ 0,2 1,9+ 0,1 1,4+ 0,1 0,8+ 0,1
prnitrofenil B-fucosideo 1,0+ 0,1 3,7+ 0,1 2,8+0,1 2,6 +0,3
pnitrofenil B-galactosideo 8,1 + 0,9 0,10 +£ 0,01 0,33 + 0,03 0,04 + 0,01
celobiose 2,8+0,2 0,80 + 0,02 2,02 + 0,05 0,7+ 0,1

Dados sao média + SEM.

Considerando o conjunto de substratos sintéticos e tomando o kcat/ Km por
base, temos que a especificidade relativa de Sffgly pelo substrato seria 100% para
p-nitrofenil pB—fucosideo, 30% para p-nitrofenil B—glucosideo e 1.5% para p—
nitrofenil p—galactosideo, ou seja, a enzima exibe uma preferéncia por fucose na
posicao de glicone do substrato, enquanto galactose é o glicone de menor
especificidade relativa. Tal perfil de especificidade pelo substrato ja havia sido

observado com a Sfpgly nativa e recombinante (Marana et al., 2001, 2002),
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confirmando que a Sffgly recombinante aqui produzida exibe as propriedades
enzimaticas esperadas.

Para avaliar se a atividade da SfBgly é modulada pelo estado oligomérico,
decidiu-se por usar o p—nitrofenil f—glucosideo como substrato em uma série de
ensaios antes e apds a enzima ter seus estados oligoméricos separados por SEC.
Foi predito que se um particular estado oligomérico fosse mais ativo que o outro,
entdo a solucio equilibrada contendo os dois estados (M + M = D) deveria ser uma
média ponderada das atividades de cada estado presente na solucdo. Na Tabela
1.2 e Figura 1.13 sao mostrados os parametros cinéticos de SfBgly antes da
separacao por SEC e depois nas suas respectivas fragoes. Os resultados mostram
que a fragao contendo o homodimero de SfBgly possui uma média de kcat/ Km= 1,03
+ 0,04 mM-1s-1, enquanto a fracdo monomérica possul keat/ K= 0,36 + 0,03 mM-

1g-1, Portanto, o dimero de SfBgly é cerca de 2,5 vezes mais ativo que o monoémero.

Tabela 1.2. Parametros cinéticos da Sffgly purificada com p-nitrofenil p—
glucosideo antes da separacido por SEC e das fracdes posteriores a separacio

contendo diferentes estados oligoméricos.

SfBgly antes da SfBely apés SEC

SEC
dimero mondémero
Ky (mM-) 1.354+ 0.07 * 1.03 £ 0.03 * 1.9+ 0.1
keat (s71) 1.23 + 0.01 * 1.06 £ 0.01 * 0.59 + 0.01
keat/ Kt (mM-15-1) 0.91 + 0.06 1.03 £ 0.04 ** 0.36 + 0.03

Dados sdo média + SD (n = 4 medidas independentes). Diferenca estatistica ao respectivo

* ** para p < .01. Analise

parametro do grupo monémero quando * para p < .001, e
estatistica foi feita usando one way—ANOVA com pés-teste de Bonferroni entre todos os

pares.
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Figura 1.13. Determinagao de parametros de cinética enzimatica da SfBgly purificada
antes do SEC e nas fracbes posteriores a separacdo nesta cromatografia. Quatro
experimentos independentes foram realizados para cada grupo. Linha em vermelha indica
o ajuste do modelo de Michaelis—Menten aos dados experimentais. Todos os experimentos

foram feitos em tampéo F100.

Vale ressaltar que nos experimentos acima, o equilibrio M + M = D seria

desviado para a esquerda, j4 que a concentracio da enzima nos ensaios (0,5 uM) é

cerca de 10 vezes abaixo do Kp (3,7 uM). Entdo, a eficiéncia catalitica da fracio

dimérica pode estar subestimada se uma quantidade de enzima se dissocia para a

forma monomérica significantemente durante o tempo de ensaio (20 min).

Contudo, vale notar que os kcat € Av de dimeros e monomeros sdo diferentes da

média ponderada esperada na amostra de enzima antes da separacio por SEC.

Esta observacdo sugere que embora possa haver conversio de um estado

oligomérico em outro, este processo ainda nao atingiu o equilibrio. Deste modo, os

parametros cinéticos sdo representativos de dimeros e monomeros isolados.
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Diante da evidéncia de que a homodimerizacao influencia a atividade da
SfBgly, procurou-se analisar a cinética da dissociagdo do dimero, que como sera
visto na proxima sessio, gerou e sustentou uma hipétese sobre o mecanismo de

dimerizagao, o qual unificou a oligomerizacao e seu efeito na atividade da Sfpgly.

1.3.3 — Cinética de homodimerizac¢ao da SfBgly e suas conformacées

Com os resultados dos experimentos anteriores, reunimos indicios que o
processo de homodimerizacao é descrito por um equilibrio, porém néao foi viavel
detalhar seu mecanismo. Portanto, decidiu-se investigar a oligomerizacao através
de experimentos que acompanhem este processo de forma continua. Assim, foram
feitos experimentos para analise da fluorescéncia intrinseca dos residuos de
triptofano de Sffgly. Testes com excitagdo a EXy = 295 nm em diferentes
concentracoes de SfBgly purificada mostraram espectros de emissao com pico em
EM, = 337 nm (Figura 1.14a), que sio caracteristicos para proteinas enoveladas
(Shukla & Guptasarma, 2004). A intensidade de fluorescéncia aumenta quase
linearmente de 0,5 até 15 uM de SfBgly, mas curiosamente diminui conforme
aumenta a concentracdo na solugdo acima de 15 uM. Esse efeito da concentracgao
ficou mais claro quando as intensidades de fluorescéncia em 337 nm, agora

chamadas de Fs37, foram plotadas com respeito a [Sfgly] (Figura 1.14b).



Capitulo 1 — Atividade e oligomerizagao da SfBgly | 43

4 7000 - — osuMm b 7000 -
—1 uM
= 6000 - 5 UM 6000 - d
< 10 uM
~ 5000 -
18 5000 A 15 uM —~
7] seses20 UM 2 4000 A
w A A
-E 4000 45 UM <
o 3000 - 60 uM 3000
T 2000 - 2000
S
2 1000 - 1000 .
8 e
E O e r r r T ..... : - O T T T T 1
310 325 340 355 370 385 0 20 S4f0 | GRA 80 100
comprimento de onda (nm) [SfRgly] (M)
C 203000 900000 d 3
D: ——ABS295nm =
<L ———-F337nm " - 700000 ©
£ 152000 - g~
e £ D2
5 t 500000 & L
~'101000 - Q. £
[0y uwn
S L 300000, g
2 g€ 11
<0 — o
2 50000 A ] 3 <
o] s - 100000 Z-
m R Y W.-J
R A |
1000 -100000 0 T T r

[an

40 60 80
[STBgly] (uM)

Figura 1.14. Fluorescéncia intrinseca e absorbancia da Sffgly. a: Espectro da
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fluorescéncia (EX) = 295 nm) de SfBgly em diferentes concentra¢des em tampio F100; b:
intensidade de fluorescéncia medida no EM) = 337 nm para cada [SfBgly] testada; c:
fluorescéncia (EX) = 295 nm, EM, = 337 nm) e absorbancia (295 nm) dos picos de dimero

e monomero de amostra de Sffgly em sistema HPLC—SEC com coluna Superdex™ 75
10/300 (GE Healthcare, SE); d: medidas de absorbancia a 295 nm de amostras de SfBgly.

Inicialmente considerou-se que a explicacdo para este fenomeno de
“apagamento” da fluorescéncia conforme se aumenta a concentracdo de enzima
(Figura 1.14b) poderia estar relacionada com o acimulo do dimero em solucdo, ja
que em maiores concentracdes da enzima mais dimeros sdo observados (Figura
1.11). Mas, mostramos experimentalmente que a fluorescéncia intrinseca
correspondente aos dimeros de SfBgly, é cerca de 1,5 vezes maior que a do pico que
corresponde ao mondémero (Figura 1.14c). Deste modo, a diminuicio da
fluorescéncia intrinseca nas maiores [SfBgly] ndo poderia ser devida ao acimulo
de dimeros. De fato, a diminuicido de fluorescéncia em altas concentracoes de

SfBgly deve estar relacionada com um efeito de filtro interno, pois a absorbancia
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em 295 nm das amostras de enzima decai acima de certa concentracio (Figura
1.14d), evidenciando que com o aumento de concentracio apenas parte da amostra
é efetivamente excitada em 295 nm.

Deste modo, o grafico na Figura 1.14b pode ser descrito como Fs37 = (Fs37p -
2[D] + Fssrm - [M]) - e@SfPelyl sendo Fssrp e Fasrm representam a fluorescéncia
intrinseca especifica do dimero e do monoémero, respectivamente. “¢’ (de
“quenching factor’) corresponde a um fator de apagamento da fluorescéncia, cuja
magnitude depende da concentracio de Sfpgly. As [D] e [M] foram calculadas a
partir da [SfBgly] levando em consideracio as fracoes de dimero j4 estimadas na
Figura 1.11. O ajuste desta equacdo nos dados experimentais (Figura 1.14b; linha
vermelha) resultou em uma fluorescéncia intrinseca do dimero (Fssp) 1,9 vezes
maior que aquela do monoémero, valor préximo com a medida experimental (1,5
vezes na Figura 1.14c). Com isto, ficou demonstrado que a intensidade da
fluorescéncia intrinseca (Fs37) depende da abundancia relativa dos dimeros e
monomeros de Sffgly, sendo que os dimeros sdo mais fluorescentes do que os
monoémeros, provavelmente devido a dois triptofanos, W163 e W305, que se
encontram escondidos do solvente na interface de dimerizacio (Figura 1.15).
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Figura 1.15. Residuos W163 e W305 na interface do homodimero. Subunidades de Sffgly

&y
-

estdo distinguidas por cores e forma de representacao da cadeia.

Considerando que a fluorescéncia intrinseca de Sfpgly (Fss7) é relacionada
com a abundancia relativa de dimeros e monomeros, foi planejado uma estratégia
experimental para mensurar a cinética de conversao entre estes estados. Uma
solucao de alta concentracgao da SfBgly tem o seu equilibrio de estados perturbado

quando diluido para uma concentracio abaixo do Ap e acompanhando a variacao
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de F's37, seria possivel verificar a dissociacao do dimero e formacao de monomero
ao longo do tempo. Nas Figuras 1.16a,b sdo mostrados o desenvolvimento de Fs37
quando uma rapida dilui¢do na amostra é feita de 93 uM para 0,5 uM em funcgéo
do tempo. Deve-se atentar ao fato de que a amostra é diluida e somente entéo se
Inicia o registro da fluorescéncia intrinseca, assim o tempo inicial ja corresponde
a leitura apds a diluicdo. Nota-se que Fs37 diminui em uma escala de tempo de
dezenas a centenas de minutos, significando que monomeros livres, que possuem
menor fluorescéncia intrinseca, estao sendo formados. A curva de dissociacao do
dimero é bem descrita com um modelo de exponencial simples (F, = Ae *obst 4 Fy,»
linha vermelha Figura 1.16a) gerando, uma constante de decaimento (/kbs), pela
qual o sistema atinge o equilibrio, “A” referente a amplitude do sinal, e “F; "que é
a fluorescéncia inicial.

Também foi possivel atestar a dissociacdo do dimero através da sua cinética
enzimatica (Figura 1.16b), que demonstraram um decaimento de kcat/ KM similar
com a reducdo de fluorescéncia (£ 2 = 0,966), ou seja, com a diminuicido na
concentracao de dimeros em solucdo. Deve ser notado que todas as amostras de
enzima usadas para determinacao de kcat/ KM estavam na mesma diluicao, ou seja,

continham a mesma concentracao de enzima total.
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Figura 1.16. Cinética de dissociagdo do homodimero de SfBgly. a: Fs37 de Sffgly apds
diluic¢do de 93 uM para 0,5 uM a 5 °C; b: Fss7 e eficiéncia catalitica de SfBgly apds diluigdo
a 20 °C e grafico de correlacdio entre as varidveis Fss7 e keat/ Ku (B2 = 0,966); c,d: variacdo
da concentracgéo de dimero apds diluicdo de SfBgly apés dilui¢do de 93 uM para 0,5 uM em
diferentes temperaturas e de diferentes [SfBglylo antes da diluicdo para 0,5 uM; e: gréfico
de Eyring correlacionando o logaritmo natural da constante de formagido de monoémero
(fott) com o inverso da temperatura absoluta. kotrfoi estimado a partir dos primeiros 3 min
ap6s a diluicdo de SfBgly; f : efeito da [SfBglylo na constante de formacdo de monémero
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(kobs). O ajuste das medidas foi feito com uma equacdo modificada do trabalho de Vogt
A.D. & Di Cera E. (Vogt & di Cera, 2012) considerando um mecanismo de selecdo de
conformeros descrito na “Equacdo 1” para determinar as constantes cinéticas de troca
conformacional ki e k1.

Com o método de diluicao rapida e fluorescéncia intrinseca, foram feitos
varios ensaios variando—se a temperatura e concentragdo inicial da enzima
(Figura 1.16c,d), os quais foram analisados considerando a variacdo da
concentracio de dimero (A[D]) calculada empregando—se a relacio A[D] =
((Fss7/Fssmt0 - [SfPglyl) — [StRglyl)/2.

Usando os dados dos experimentos executados em diferentes temperaturas
foi possivel obter a constante de dissociacdo do dimero, k,sf, a partir da velocidade
inicial de cada curva (primeiros 3 min), intervalo no qual considerou-se que
ocorreria essencialmente apenas a seguinte reacao: D — 2M. Com os k¢ obtidos
foi elaborado o grafico de Eyring (Figura 1.16c,e), a partir do qual obtivemos a
energia de ativacao do processo de dissociacao do dimero, £, = 18,5 kcal mol-1.

A seguir os dados de A[D] e tempo obtidos nos experimentos variando a
concentracao inicial de enzima foram ajustados na equacio exponencial A[D] =
Ae'obst + A[D],, rendendo o kobs, conforme ja comentado acima. Para entender os
kobs, mostrados na Figura 1.16d.f, conjecturou-se que o processo para alcancar o
novo equilibrio entre dimeros e monémeros apés a perturbacdo (diluicio) poderia
ser descrito por mais de uma etapa.

Dois modelos de homodimerizagao para o caso de Sffgly sdo considerados e
mostrados na Figura 1.17, ajuste induzido e selecdo de conférmero (Csermely et
al., 2010). De fato, estes dois modelos sdo casos extremos em um gradiente de
mecanismos, onde inclusive ha combinacoes entre ambos. Mas, de qualquer modo,
sao uteis para uma abordagem simplificada deste problema. Como ja estabelecido
na literatura, assumindo a priori que as trocas conformacionais sdo mais lentas do
que os eventos de ligacao, condicao de equilibrio rapido, no caso do mecanismo do
encaixe induzido as constantes de velocidade (%ops) pelo qual o sistema evolui para
o equilibrio se relaciona com a concentracdo de proteina—ligante de modo
ascendente até um patamar. Ja no caso do mecanismo da sele¢cao de conféormero, a
relacdo é inversa, partindo de um kops mais alto e decaindo até um patamar inferior

(Vogt & di Cera, 2012). Assim, analisando graficamente os ks extraidos da Figura
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1.16d, nota-se que o perfil encontrado na Figura 1.16f enquadra-se no modelo de

selecao de conformero.

Figura 1.17. Modelos de homodimerizagao de Sfgly com mudanca conformacional. ko e
kot referem—se respectivamente ao evento de ligagdo e dissociacdo das subunidades, k, e
k_; referem-se ao evento de mudanca conformacional. M e D indicam os estados
monomérico e dimérico, respectivamente. As cores vermelha e azul indicam distintas
conformagdes. * indica um intermediario com conformacao diferente.

Contudo, para uma analise quantitativa mais detalhada é importante
discutirmos alguns aspectos. Além da condicdo de equilibrio rapido, os modelos
apresentados acima e o comportamento de ks sdo analisados em uma condicao
experimental chamada de “pseudo—primeira ordem”, em que a concentrag¢ido do
ligante é muito maior que da proteina “ligadora”, e deste modo, nao se altera ao
longo do processo até o equilibrio. No caso do processo de homodimerizacao de
SfBgly néo é possivel atender a condigdo de pseudo—primeira ordem, uma vez que
a proteina é o ligador e o ligante simultaneamente, assim a formacédo do dimero
obrigatoriamente altera a concentracdo do ligante. Esta é uma limitacdo que
certamente dificulta a analise de qualquer processo de homodimerizacio.

Para contornar esta dificuldade, tomamos da literatura a informacao de que
a constante de velocidade de processos de ligacdo entre mondémeros (kon) pode ser
aproximada para o formato de pseudo—primeira ordem quando expressa como
4kon[M] (Gutfreund, 1995). Assim, usando esta formatacio introduzimos esta
constante de velocidade na equacao geral para o 4ons esperado nos mecanismos de

selecao de conformero e encaixe induzido, sendo que as expressoes simplificadas
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obtidas, embora agora pontualmente diferentes, ainda mantém o mesmo perfil
geral em funcao da concentracao de proteina total. Especificamente no caso do

mecanismo de selecdo de conformeros estabelecemos a seguinte expressao para

kobs:

1

kon
koff [M]total

Equacao 1: Kops = k1 + k_1(1+4 )

Assim, ajustando os dados experimentais da Figura 1.16f na equacéo acima
foi possivel determinar k; e k_; do processo de troca da conformacao dos
monomeros de Sffgly, o qual ocorre antes do evento de ligagdo. Com o Ap obtido
nos experimentos de SEC (Figura 1.11) calculou-se a variacio de energia livre da
dissociacdo do homodimero de Sfpgly, AG = 6,8 kcal mol™!, enquanto que a partir
dos experimentos de rapida diluicio em diversas temperaturas estimamos a
energia de ativacdo (#, = 18,5 kcal/mol) (Figura 1.16e) do processo de dissociacéo
do dimero de Sffigly. A constante de dissociacdo foi estimada diretamente da
velocidade inicial dos ensaios de dilui¢do rapida (k,rr =61-107¢s7* a 5 °C) e a

korr

)
kon

constante de associacio (kon) foi estimada para satisfazer a relacio K, = ou

seja, kop = 16,5 M~ 1s71,

Na Figura 1.18 é mostrado o modelo que resume aspectos termodinamicos
e cinéticos da homodimerizacdo da Sfpgly através do modelo de selecdo de
conformeros. Desta forma, a subunidade monomérica visita um estado
conformacional de baixa afinidade para formar o dimero, a qual exibe menor
keat/ Kni. Mas, uma troca de conformacio ocorre de forma lenta (escala de minutos),
levando a uma forma monomeérica apta a dimerizacao, a qual exibe maior kcat/ Kum.
Para capturar e estabilizar este novo estado de maior kcat/ Km, € preciso o encontro
com outro monomero, também de alta afinidade, e assim estabiliza-se gerando o
homodimero mais ativo. Notavelmente, propomos que a troca de conformacoes é
acompanhada por mudanca na atividade catalitica da Sffgly. Em suma,
unificamos a ocorréncia dos diferentes estados oligoméricos e de suas respectivas

atividades cataliticas através da troca conformacional que ocorreria em Sffgly.
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AG / kcal

Ea = 18,5 kcal

progresso da reagao

Figura 1.18. Modelo termodinamico e cinético da homodimerizacgao de Sfpgly por selegao
de conformero. O estado monomérico em vermelho é também o de menor eficiéncia
catalitica, que sofre uma mudanca conformacional para um estado em azul que é capaz de
se dimerizar e mais ativo. Os termos energéticos e cinéticos forma estimados com ensaios
feitos a 5 °C. Figura originalmente de Otsuka F.A.M. et al. (Otsuka et al., 2020).

1.3.4 — Conexéo da interface para o sitio ativo

As evidéncias experimentais deixaram claro que as diferentes eficiéncias
cataliticas e distintos estados de oligomerizacdo estdo relacionados, mas a
explicacdo molecular deste fenomeno ainda néo é clara, em especial por conta da
auséncia de modelo estrutural do estado monomérico. Felizmente, ano passado
(2021) a DeepMind disponibilizou o AlphaFold2 (Baek et al., 2021; Jumper et al.,
2021), uma ferramenta computacional que provocou uma revolucdo em biologia
estrutural, pois permite a predicdo da estrutura tridimensional de qualquer
proteina a partir de sua sequéncia utilizando redes neurais com alta confiabilidade
e precisao que rivaliza com métodos experimentais. Também foi reportado que a
predi¢do do AphaFold2 é capaz de capturar estados conformacionais se indicado o
estado oligomérico (Cummins et al., 2022).

A estrutura da SfBgly monomérica predita por AlphaFold2 e disponivel no
banco de dados da Uniprot (id: 061594) foi comparada com a estrutura
cristalografica do dimero (Tamaki et al., 2016) na Figura 1.19a. A comparacio
estrutural mostrou que a estrutura global é quase idéntica, com um RMSD = 0,26

A entre todos os pares de residuos, assim como os residuos que fazem contato com
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o substrato no sitio ativo. Para avaliar com mais detalhe as possiveis diferencas
conformacionais entre as estruturas, fol usada a teoria de redes na analise dos
contatos entre os pares de residuos(Brinda & Vishveshwara, 2005). Desta forma, cada
residuo da proteina é representado como um né de uma rede formada por vértices
que representam contatos nao-covalentes com outros residuos a menos de 5 A de
distancia. Para analisar os residuos individualmente, utilizamos a pontuacao de
centralidade de intermediacdo (betweenness) de caminhos mais curtos, que atribui
a cada residuo uma medida de quéo central ele é, 1.e., quantifica o quanto dado
residuo ou n6 age como um conector ao longo do caminho mais curto entre outros
nos.

Na Figura 1.19b, analisando as redes interacio de residuos (RIN, do inglés
Residue Interaction Network) das duas estruturas, nota-se que a maioria dos
residuos permanece com a sua centralidade quase inalterada considerando um
limiar de 0,5 na variacao, mas os residuos Y141, W143, N186 e T245 se destacaram
dentre aqueles que mais sofrem variacdo em seu indice de centralidade de
intermediacao. A diferenca na centralidade destes residuos nao parece ser causado
por mudancgas de contatos dos seus vizinhos mais imediatos, como mostrados na
Figura 1.19c¢,d.

Verificando o posicionamento estrutural dos residuos Y141, W143, N186 e
T245 (Figura 1.20), nota-se que eles formam uma ponte de contato direto entre a
o—hélice da interface com sitio ativo, ou seja, podem ser os responsaveis por
transmitir os ajustes conformacionais dos residuos na interface para o sitio ativo
quando ocorre a mudanca conformacional nos monémeros que favorece a

dimerizagao e o aumento de atividade catalitica.
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Figura 1.19. a: Comparacao das estruturas de SfBgly determinadas por cristalografia em
amarelo (ie., dimero) e predita computacionalmente por AlphaFold2 em cinza (ie.,
mondémero). b: Diferenca de centralidade betweeness entre pares de residuos das duas
estruturas, destacando em amarelo os residuos que conectam a interface com o sitio ativo,
e um limiar de relevancia de 0,5 na diferenca de pontuacdo em linha tracejada vermelha.
¢, d: Rede de interacdes de residuos (RIN) entre os quatro residuos (em amarelo)
selecionados Y141, W143, N186 e T245; cores vermelho, cinza e azul dos residuos indicam
local de estrutura secundaria em a—hélice, desordenado e folha—f3, respectivamente. As
RIN foram construidas usando o software Cytoscape.

f

Figura 1.20. Rede de residuos entre a interface (em superficie transparente) e o sitio ativo
(delimitado pelos residuos W143, N186, E399 e E187) na estrutura cristalografica de



Capitulo 1 — Atividade e oligomerizagdo da SfBgly | 53

SfBgly. As cadeias laterais mostradas dos residuos Y141, W143, N186 e T245 sao os que
tiveram suas centralidades fortemente alteradas (Figura 1.19b). Residuos em vermelho e
cinza indicam local de estrutura secundaria em o—hélice e Joop, respectivamente.

Tendo em mente esta hip6tese, para especular sobre a dinamica dos ajustes
conformacionais dos residuos tanto na interface quanto no sitio ativo, usamos a
ferramenta Morpho Conformations, disponivel no software de visualizacgao
molecular UCSF Chimera (Pettersen et al., 2004), para simular as transicdes

conformacionais de dimero para monoémero e vice-versa (Figura 1.21).

l ﬂ dimero, estrutura por raio-X ’)‘ | © |\ w transicdo1 —y _3‘ | @

Q7 o

U
V!

Figura 1.21. Animacao ilustrando a mudanga conformacional entre dimero e monomero
de Sfpgly, destacando em lilas os residuos que tiveram seus Z-—score de centralidade
betweeness alterados. O QR—code direciona para a animacio em formato .gif com duracéo
de 3 s, e mostra as transigbes na seguinte ordem: dimero - monoémero —> dimero.
Sequéncia de frames feito com a ferramenta Morpho Conformations do UCSF Chimera
(Pettersen et al., 2004), arquivo animado .gif feito em https:/giphy.com/, QR-code criado

em https!//www.qrcode-monkey.com/. A animacio também esta disponivel no link abaixo:
(https://media2.giphy.com/media/k9Bad4dN9Kakqmgfow/giphy.gif?cid=790b7611105b42
203fefch84e150872ff248dab9a0f25741&rid=giphy.gif&ct=g)

Na animacéao, disponivel pelo QR—code ou /ink indicado na legenda, sao
mostradas grandes movimentacoes nos residuos que compdéem a interface do
dimero, em conjunto com o residuo Y141 que gira quase 180° em torno de seu eixo

devido a um espaco adicional gerado logo abaixo do anel aromatico de F155.
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Também sdo vistas grandes mudancas nos rotameros dos residuos 1191 e T245,
que estdo em contato com residuos no sitio ativo responsaveis pela catalise. Em
suma, os modelos estruturais de Sfpgly, cristalografico e predito pelo AlphaFold,
oferecem uma visdao molecular da transicado de conformacao associada a
dimerizagao, mostrando os residuos criticos que conectam a interface com o sitio
ativo, e embasando a hipdtese de que uma alteracdo conformacional que favorece

a dimerizagao também resulta em aumento da atividade catalitica desta enzima.

1.3.5 — Mutantes de Sffgly e suas implicacées na oligomerizacao e
atividade enzimatica

Apos entender o mecanismo do processo de oligomerizagdo e sua
importancia para a atividade da enzima Sfpgly, optou—se por verificar se mutacoes
na interface do dimero modulariam a sua estabilidade. As seguintes abordagens
foram praticadas: primeiramente foram investigadas mutacdes simples que
desestabilizariam a formacdo do homodimero. Na segunda, usamos métodos
computacionais que utilizam algoritmos especializados em otimizar as energias de
Interacao na interface do dimero através de mutacoes a partir de uma estrutura
cristalografica oferecida como input. O motivo para obtencdo de um dimero da
SfBgly mais estavel seria ter uma enzima mutante estabilizada no seu estado de
maior atividade catalitica através de mutacoes distantes do sitio ativo, portanto,
com menos impacto em sua funcdo. Porém, adiantamos que as mutantes
planejadas para estabilizar o homodimero ndo eram soliiveis o suficiente para
serem purificadas e testadas. Portanto, até o momento ndo ha uma forma
estritamente homodimérica da SfBgly para caracterizacgio.

Por outro lado, foi possivel analisar sete mutantes pontuais de residuos que
estdo na interface do dimero que o desestabilizaram. Trés destas mutagdes na
interface (Figura 1.22a) foram a troca de um residuo hidrofébico para um polar
(L152K, A207K e M110E), o que permitiu avaliar se a hidrofobicidade da interface
¢ um elemento critico para a dimerizag¢do. Os trés mutantes resultaram na
desestabilizacao completa do homodimero segundo evidenciado em ensaios de SEC
(Figura 1.23). Confirmando que o efeito hidrofébico (Southall et al., 2002) é um

importante fator para a tornar o dimero termodinamicamente favoravel. Por outro
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lado, as trocas de residuos polares de cadeia lateral longa (Figura 1.22b) para
residuo polar de menor cadeia polar (N157S e D166S) resultaram em uma leve
desestabilizacdo do dimero (Figura 1.23). Portanto, as interacdes polares formadas
por N157 e D166 na interface, embora também contribuam para estabilidade do
dimero, ndo sio o principal fator de estabilizacdo em termos energéticos, mas

talvez contribuam com a “especificidade” de dimerizacao.

a ;

Figura 1.22. Posicao dos residuos na interface do homodimero escolhidos racionalmente
para mutacio simples. a: residuos hidrofébicos M110, L.152 e A207; b: residuos polares
N157 e D166; c: Residuo F155, que estabiliza uma a—hélice da interface.

Finalmente foram analisados dois mutantes, F155A e F155N (Figura 1.22c),
que em tese modificariam a estabilidade de uma oa—hélice que faz muitos contatos

com a interface. A mutacdo F155A tornou a Sffigly predominantemente
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monomérica, sugerindo que o contato da a-hélice com a interface é importante para
a estabilizacdo do dimero. Por outro lado, F155N prejudicou a solubilidade e
purificagdo da enzima, portanto, é sugerido que estruturas secundarias na
interface do dimero sdo um importante fator para a tornar a dimerizacgao

termodinamicamente favoravel.
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Figura 1.23. SEC de mutantes pontuais de Sfpgly. Cromatograma da enzima selvagem
(20 pM) em pontilhado é comparado com as mutantes em linha sélida M110E (15 pM),
F155A (20 pM), F155N (3 pM), N157S (27,5 uM), A207K (50 pM), L152K (24 uM) D166S
(19 pM). Mutantes M110E, F155A, F155N, N157S e A207K foram analisados com duas
colunas Superdex 200 acopladas e mutantes LL152K e D166S foram analisados com uma
coluna Superdex 200 Increase. Todas as cromatografias foram feitas a 5 °C.

Com relacao as atividades enzimaticas das mutantes pontuais, a Tabela 1.3
revela que as mutantes M110E, L152K, A207K e F155A tiveram suas eficiéncias
cataliticas, expressas como Acat/ KM, reduzidas na amostra antes do SEC, porém
parecidas com a da fracdo monomérica da enzima selvagem apols a separacido em
SEC, concordando com a desestabilizacao do dimero. Mas, as mutantes N157S e
D166S, tém sua eficiéncia catalitica similar a da selvagem na amostra antes do
SEC, coerente com trocas que brandamente desestabilizam o dimero. De modo
geral, as mutagdes simples testadas na interface impactaram negativamente na
dimerizacgdo, consequentemente, preveniram o acesso da conformacgio de maior

eficiéncia catalitica mostrado anteriormente.

40
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Por fim, o mutante planejado para manter o dimero estavel através de uma
ligacdo dissulfeto entre suas subunidades através da troca N157C (Figura 1.22b),

nao foi obtido mesmo depois de varias tentativas de mutagéneses.

Tabela 1.3. Parametros cinéticos de mutantes pontuais da Sfpgly purificadas

empregando o substrato p—nitrofenil p—glucosideo antes da separacgao por SEC e

“o»

das fracoes posteriores a separacao. O simbolo indica que nao houve atividade

detectavel. Dados sdo médias + SEM.

Enzima antes da SEC Enzima apés SEC
Kvu(mM)  keat (571 keat/ K (mM-1s71)  dimero keat/ At mondmero keat/ Ku
Sfpgly WTI' 1,3+ 0,1 1,23+ 0,01 0,9+0,1 1,03 + 0,04 0,32 + 0,04
M110E 2,9+0,3 0,26 £ 0,01 0,09 + 0,01 — 0,10 £+ 0,02
L152K  2,3+0,7 0,7+0,1 0,3 £ 0,1 — 0,4 +0,1
A207K  1,7+0,1 09%0,1 0,56+0,1 — 0,25 + 0,05
F155A 1,8+ 0,1 0,65+ 0,02 0,35+ 0,03 — —
F155N — — — — —
N157S 2,7+0,7 12+1,1 0,4 + 0,2 1,0+ 0,1 0,13 + 0,04
D166S ,2+20 10+0,1 0,83 + 0,05 1,0+ 0,3 0,7+ 0,6

1.3.6 — Design de variante de Sffgly com capacidade de hidrolisar a— e B—
substrato

Na ultima década, testemunhamos avangos biotecnoldgicos singulares na
predicdo da estrutura de proteinas e modificacdo da sua funcido sob medida
(Kuhlman & Bradley, 2019). Através de softwares como o Rosetta (Leaver-Fay et al.,
2011), é possivel modelar e obter sequéncias de aminoacidos que irdo possuir
estruturas tridimensionais e funcionais (Bjelic et al., 2013; Dou et al., 2018).
Assim, submetemos a SfBgly em dois programas de design de sequéncia, primeiro
no programa PROSS (Goldenzweig et al., 2016) e depois no FuncLib (Khersonsky
et al., 2018), que utilizam o Rosetta para gerar variantes de maior estabilidade e
de maior repertério enzimatico, ze., permitir novos substratos e modular a
eficiéncia catalitica dos substratos ja conhecidos.

Na Figura 1.24 é mostrado a variante da SfBgly que acumula 43 mutagoes

apés o uso do software PROSS, somadas com mais 4 mutacdes (Y38W, W143F,
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L372M e S445C) feitas pelo FuncLib, totalizando 47 mutacdes em comparacio com

a selvagem.

N400

S445C‘
L372M

selvagem LEGTATAS SL 100
variante GTAT. RI IA SL 100
selvagem TLPTG PAGI N TTPLITE PLISPWEE G 180
variante SWARILPTG PDGI LI TOPMVT PLIS G 180
selvagem MBE ICEEGEGSA TAMG LT Y PVBGCECGITIS PATPTPEE 260
variante MBI ICEHGYGSA' TAMG. LVL. H GGEIGITIS PATPTPRll 260
selvagem I PIES SEE T S PWSHL TSELIG LVSA! 340
variante PISSE I S. PWSHL IRGTYQFFG LVSA! 340
selvagen [JJGPEPVPSL TGS S s ALTHLN KPVEMT S SLI TBY 420
variante PVPSL TGS S TLA ALTWL NPPEYI STRESRENSL T 0¥ 420
selvagem SMESLLNCLBBGT SLi I G SBP. 1L E T 500
variante DSMEOLLNATEBEGT FAWCL T I G SBP 4 S TT H T 500
selvagem MVMTI 509

variante MVMTI 509

Figura 1.24. Variante de SfBgly gerada pelo PROSS e FuncLib. a: Modelo da Sffgly
variante, destacando as posicoes em esferas amarelas que foram modificadas pelo PROSS
para aumentar a estabilidade da enzima. b: Destaque em roxo dos residuos ao redor do
sitio ativo que foram mutados usando o FuncLib para ampliar o repertério de substrato,

e em preto sao destacados os residuos cataliticos que nao foram modificados. c:
Alinhamento de sequéncia da Sffgly selvagem e variante.

O préximo passo foi solicitar a construcido do gene que codifica a variante
SfBgly. PROSS_FuncLib em plasmideo de expressio, produzi-la em bactérias e
purifica-la para verificar suas caracteristicas enzimaticas e oligoméricas. O seu
perfil cromatografico em SEC indicou que a variante é um monémero em solugao
(Figura 1.25a), uma surpresa, ja que a interface do homodimero nio foi alvo de

mutacgoes nem do PROSS e do FuncLib. E provavel que as mutagées introduzidas
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nesta variante tenham alterado profundamente a distribuicdo das populagoes

conformacionais comparada a enzima selvagem, ao ponto de ter extinguido aquela

conformacio que possul mais afinidade para se dimerizar.
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Figura 1.25. Experimentos de caracterizagdo da variante SfBgly PROSS_FuncLib

purificada. a: Perfil de SEC da variante (linha continua) e da selvagem (WT, linha

pontilhada). b: Comparacio da atividade relativa entre substratos sintéticos da variante

com a selvagem. ¢! Determinacio dos parametros de cinética enzimatica da variante com

diferentes substratos sintéticos. Linha continua é o ajuste da equacdo de Michaelis—
Mentem sobre os dados.
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Para nossa surpresa, os testes de ensaio enzimatico revelaram a capacidade
da variante de hidrolisar tanto o substrato p—nitrofenil f— e a—glucosideo, uma
habilidade rara entre glicosidases, que geralmente se especializam por um tipo de
anomero. Na Figura 1.25b,c e Tabela 1.4 sao mostradas as comparacoes dos
parametros cinéticos obtidos para a variante SfBgly_ PROSS_FuncLib e a enzima
selvagem (WT) usando substratos sintéticos. Nota—se que o ganho de funcéo de
hidroélise do a—glucosideo nao aboliu a atividade pelos outros f—substratos, porém
uma diminuigao de eficiéncia catalitica generalizada é evidente. Na variante, a
maior especificidade, expressa no ket/Kv, continua sendo pelo substrato p—
nitrofenil B—fucosideo (Tabela 1.4), assim como na selvagem. Porém, a
especificidade pelo substrato p—nitrofenil p—glucosideo reduziu-se em cerca de 730
vezes comparado ao keai/ Km da selvagem, até o ponto que a especificidade pelo
substrato p—nitrofenil p—galactosideo na variante se tornou maior do que pelo p—
nitrofenil f—glucosideo. Um claro contraste em relacdo a enzima selvagem.

Finalmente, o k.at/ v da enzima variante para o substrato p—nitrofenil a—
glucosideo é cerca de 40% daquele para o seu substrato de maior especificidade, p—
nitrofenil f—fucosideo, o que ressalta a alteracdo de estéreo-especificidade
promovida pelas multiplas mutacoes introduzidas na  variante

SfBgly. PROSS_FuncLib.

Tabela 1.4. Parametros de  cinética  enzimatica da  variante
SfBgly_ PROSS_FuncLib purificada com substratos sintéticos comparados com a

enzima selvagem (WT). Dados sdo médias + SEM. “p—nf” abrevia p-nitrofenil.

Variante WT Variante WT Variante WT
KM (mM) kcat (S_l) ]fcat/KM (mM_l S_l)
p—nf a—glucosideo 2,4+ 0,2 - 0,15 + 0,01 - 0,06 + 0,01 -

p—nf p—glucosideo 33,6 +10,4 18+0,2 0,04 +0,03 1,4+ 0,1 0,0011 #+ 0,0006 0,8 +0,1
p—nf p—fucosideo 0,6 £0,1 1,0+£0,1 0,08 £0,01 2,8+0,1 0,15 £ 0,02 2,6 £0,3
p—nfp—galactosideo 2,1+ 0,3 81+0,9 0,023 £0,001 0,33 £ 0,03 0,011 £ 0,002 0,04 £ 0,01

Para entender os fatores moleculares que permitem a variante
SfBgly_ PROSS_FuncLib o uso de a—substrato, o Alphafold2 foi mais uma vez

utilizado para predizer sua estrutura tridimensional e compara-la com a Sfpgly
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selvagem. Na Figura 1.26a é mostrada a sobreposi¢do da variante com a selvagem
com um RMSD entre todos os pares de atomos igual a 0,85 A. De fato, nota-se

pouca diferenca na estrutura do backbone em geral, a ndo ser por alguns loops que

nao se sobrepdem precisamente, como por exemplo no /oop compreendido entre

A338 até P348 (RMSD = 3,44 A)

NS

E399 ‘///‘ Sy N186
Y331 1191
E187 i
/\
\ — W143F ;

Figura 1.26. Comparagéo estrutural entre variante Sffgly. PROSS_FuncLib (em ciano) e
SfBgly selvagem (em branco). a: sobreposi¢io do modelo gerado por AlphaFold2 da
variante com a estrutura cristalografica da selvagem; a elipse vermelha indica um local
de pouca sobreposicdo. b: Destaque dos residuos no sitio ativo com a presenca do substrato
celobiose em bege. ¢: Visdo do sitio ativo com a celobiose representada em superficie
molecular. d, e, f: Sitio ativo da variante com pnitrofenil a-glucosideo (amarelo), p-
nitrofenil p—glucosideo (verde) e a sobreposicdo dos dois substratos, respectivamente. O
docking automatico dos substratos foi feito com AutoDock Vina (Trott & Olson, 2009) do
Chimera.

A diferenca estrutural que pode ser crucial para a nova estéreo-
especificidade da variante é a mutacdo W143F (Figura 1.26b,c). Com est4 mutacéo,
fica claro que ha mais espaco no sitio ativo, facilitando a ligacio e posicionamento
do o—glucosideo. Nas Figura 1.26d-f também é mostrado por docking que os
substratos se ajustam bem no sitio ativo na enzima variante, e que ambos os
substratos ocupam a mesma regiao. Além disso, os residuos cataliticos mantém

curtas distancias em relacdo ao carbono 1 e o oxigénio da ligacdo glicosidica
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(Figura 1.27), de acordo com uma referéncia observada da estrutura cristalografica
de uma B—glicosidase GH1 de Neotermes koshunensis com o substrato p—nitrofenil

B—glucosideo (Jeng et al., 2011).

Figura 1.27. Distancias interatomicas entre residuos cataliticos e o carbono 1 do substrato
em B-glucosidases. Para referéncia, a estrutura cristalografica da p-glucosidase GH1 de
Neotermes koshunensis (pdb 3AI0; em violeta) que contém o substrato p-nitrofenil
B—glucosideo foi sobreposta a estrutura da variante Sfpgly PROSS_FuncLib (ciano). a:
Distancias entre atomos na estrutura da referéncia. b, ¢ distancias entre atomos dos
residuos da variante com os substratos oa—glucosideo (amarelo), p—glucosideo (verde)
posicionados por Autodock Vina (Trott & Olson, 2009).

De qualquer modo, apesar da confiabilidade da predi¢cao da estrutura e a
analise do docking feita com a variante de SfBgly, é precoce isolar as mutacées que
foram capazes de alterar a estéreo-especificidade da enzima. E possivel, inclusive,
que nesta variante, com o acimulo de mais de 40 mutacées, a nova funcao seja
resultado da epistase (Noor et al., 2012). Realmente, o desvio da funcdo de uma
enzima que foi refinada ao longo de anos pela evolucao é contrabalanceado pela
tendéncia de manter a estabilidade do enovelamento da proteina (Tokuriki et al.,
2008). Para aliviar os efeitos desestabilizadores de mutacdes cruciais para ganho
de funcado, estratégias como as usadas na constru¢do da variante
SfBgly_ PROSS_FuncLib podem ser um ponto de partida, além de outros meios ja
validados, como por exemplo, o uso de proteinas com enovelamento de alta
estabilidade (Teufl et al., 2022). Além disso, em termos de eficiéncia catalitica, a
nova funcdo da variante (Tabela 1.4) é cerca de 11 vezes menor comparada a
eficiéncia da enzima selvagem com o substrato natural (Tabela 1.1), o que nos leva

a questionar se a nova atividade forneceria suficiente vantagem adaptativa ou em
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algum processo biotecnologico. Vale notar que em situacées em que se deseja
aumentar a eficiéncia catalitica sdo indicadas estratégias de evolucao dirigida

(Trudeau & Tawfik, 2019).

1.4 — Conclusoes e perspectivas

Os experimentos realizados com a p-glicosidase SfBgly da Spodoptera
frugiperda revelaram duas caracteristicas marcantes: (i) existe uma conexfo entre
o seu estado oligomérico e sua atividade enzimdatica, (ii) a versatilidade da estéreo-
especificidade pelo substrato resultante da insercao de multiplas mutacées na
enzima selvagem.

A SfBgly selvagem pode estar no estado de dimero ou monémero, este iltimo
com menor eficiéncia catalitica comparado ao dimero. Esta caracteristica, uma
enzima com multiplas formas oligoméricas com diversidade funcional, é explicada
pela dinamica de sua estrutura tridimensional, resultando em populacgoes de
conformacées distintas. Além disso, a cinética de dissociacao do dimero sugere que
no caso de SfBgly o mecanismo de ligagio entre subunidades é por via de selecao
de conformeros.

Testes com mutagdes na interface do dimero de SfBgly sugerem que este
estado é marginalmente estavel, ja que mutacoes simples sdo capazes de impedir
a formacdo do homodimero. No entanto, mutantes na interface planejadas para
estabilizar o dimero causaram insolubilidade da enzima, sugerindo que a interface
¢ um local com potencial para causar agregacado, principalmente se ha um
incremento de residuos hidrofébicos.

A SfBgly tem potencial para diversificar seu repertorio de substratos através
de design por métodos computacionais, como foi visto na variante
SfBgly. PROSS_FuncLib, que é capaz de utilizar um o— substrato. A variante
também demonstrou que a forma dimérica pode ser desestabilizada sem alterar
residuos na interface, possivelmente por remodelar a populacdo de conformacées
da enzima e tornar inacessivel a que possul maior afinidade entre monomeros.
Uma opgao nao testada nesta tese para estabilizar o dimero de SfBgly, também

valida para outras proteinas, seria guiar a formacdo de estrutura quaternaria
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através da estabilizacdo de conformacoes de maior afinidade entre monomeros ao
invés de simplesmente aumentar hidrofobicidade na interface.

Métodos computacionais automaticos como os utilizados para o design da
variante SfBgly_ PROSS_FuncLib sao viaveis para promover ganho de fung¢do em
enzimas. Passos discretos de ganho de fungdo, aumentando a estabilidade da
proteina, parecem ser uma forma légica e segura para produzir enzimas que
catalisem reacbes ainda nao existentes na natureza. Porém, o preciso refino da
nova funcao ainda é um fator limitante que néo é trivialmente realizado por
métodos computacionais. Uma maneira robusta de implementar estabilidade e
novas funcées é através de inferéncia de sequéncias ancestrais (Trudeau & Tawfik,

2019), o que sera explorado e discutido no préximo capitulo.
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1 | INTRODUCTION
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| Vitor M. Almeida | Sandro R. Marana

Abstract

In this work, we investigated how activity and oligomeric state are related in a
purified GH1 B-glucosidase from Spodoptera frugiperda (Sfpgly). Gel filtration
chromatography coupled to a multiple angle light scattering detector allowed
separation of the homodimer and monomer states and determination of the
dimer dissociation constant (Kp), which was in the micromolar range. Enzyme
kinetic parameters showed that the dimer is on average 2.5-fold more active.
Later, we evaluated the kinetics of homodimerization, scanning the changes in
the Sfpgly intrinsic fluorescence over time when the dimer dissociates into the
monomer after a large dilution. We described how the rate constant of mono-
merization (ko) is affected by temperature, revealing the enthalpic and entro-
pic contributions to the process. We also evaluated how the rate constant (kps)
by which equilibrium is reached after dimer dilution behaves when varying
the initial Sfpgly concentration. These data indicated that Sffgly dimerizes
through the conformational selection mechanism, in which the monomer
undergoes a conformational exchange and then binds to a similar monomer,
forming a more active homodimer. Finally, we noted that conformational
selection reports and experiments usually rely on a ligand whose concentration
is in excess, but for homodimerization, this approach does not hold. Hence,
since our approach overcomes this limitation, this study not only is a new con-
tribution to the comprehension of GH1 p-glucosidases, but it can also help to
elucidate protein interaction pathways.

KEYWORDS

conformational selection, enzyme activity, glycoside hydrolase, homodimer, oligomerization,
Spodoptera frugiperda, B-glucosidase

(www.cazy.org), displays more than 150 families based on
sequence and structural similarities. The GH1 family com-

Glycoside Hydrolases are enzymes that are expressed among
life forms from bacteria to animals and are involved in a
series of biological demands, such as digestion, availability
of cellular free glucose and post-translation modification.'™
Glycoside hydrolase (GH) cataloged in the CAZY databank

prises p-glycosidases, enzymes that hydrolyze the O- or
S-glycosidic linkages of p-glycosides, and folds as a TIM-
barrel ([B/o]s barrel),* a repetition of a (f/«) motif.>

For many years, GH1 p-glucosidases have been studied
regarding their physiological function, substrate specificity,
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Capitulo 2

Mutacoes de resisténcia e evolucao do dominio
catalitico tirosina quinase Abll humana (Abl1-KD)

2.1 — Introducao

2.1.1 — Resisténcia no tratamento de cancer: o caso da leucemia mieloide
cronica e o oncogene BCR—-Abl1

O cancer ameaca a vida de dezenas de milhdes de pessoas no mundo (Bray
et al., 2013) e mesmo com 0S grandes avangos no seu tratamento e prevencgao
descobertos nas ultimas décadas, esforgos para doma-lo continuam sendo
crescentes e passando cada vez mais a ter énfase em iniciativas multidisciplinares
(Umar et al., 2012). O entendimento do cancer como doenca neoplésica pode
apoiar-se em pelo menos seis caracteristicas distintivas (Figura 2.1) (Hanahan &
Weinberg, 2011) que levam as células tumorais a romper com a homeostase do

organismo (Bruce Alberts et al., 2009).
Sustaining proliferative

signaling

Resisting Evading growth
cell death suppressors

Inducing Activating invasion
angiogenesis and metastasis

Enabling replicative
immortality

Figura 2.1. Caracteristicas que permitem ao tumor cancerigeno crescer e sofrer metastase
disseminativa. Figura retirada de Hanahan D. e Weinberg R. (Hanahan & Weinberg, 2011).

Dentre estas caracteristicas, o desenvolvimento do cancer pode resultar

particularmente de células nas quais a capacidade de sustentar a proliferacao
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cronica deriva da desregulacédo de proteinas envolvidas no ciclo celular, como por
exemplo as enzimas tirosinas quinases (Hanahan & Weinberg, 2011). Isto é o que
acontece na Leucemia Mieloide Crénica (CML), causada por uma transformacio
neopldsica em células-tronco hematopoiéticas (Deininger et al., 2005), na qual o
gene breakpoint cluster region (BCR) do cromossomo 22 é translocado em
t(9;22)(q34;q11), justaposto ao gene Abelson Leukemia (Abl) no cromossomo 9
(Ren, 2005). A fusio BCR-Abl1 resulta em uma enzima constantemente ativa, por
isso o dominio tirosina quinase Abl1-KD (UniProt ID: P00519) é um importante
alvo terapéutico e usada no design de moléculas inibidoras. Dentre estas, sao
mostradas na Figura 2.2 as drogas de primeira escolha aprovadas para o
tratamento de CML: Imatinib, Nilotinib, Dasatinib, Bosutinib e Ponatinib que
atuam competindo com o ATP pela ligacdo no Abl1-KD (Hochhaus et al., 2020).
Inicialmente, o tratamento com inibidores de Abl1-KD se mostrou muito eficiente
no combate da CML, o que resultou em um grande entusiasmo. No entanto, foi
observado que alguns pacientes sofrem com o relapso da doenga, que é
acompanhado por resisténcia ao tratamento com inibidores de tirosina quinase

(Braun et al., 2020), o que realca a visdo do cAncer como um sistema complexo e

adaptativo.
Inhibitor Gmatinib Nilotinib Dasatinib Bosutinib Ponatinib Asciminila
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Figura 2.2. Inibidores de tirosina quinase da Abl1-KD e suas respectivas estruturas
quimicas ligadas na estrutura tridimensional do dominio catalitico. Figura originalmente

publicada em Braun, T.P., et al. 2020.

A dinamica do desenvolvimento e resisténcia do cancer ao tratamento com
inibidores de tirosina quinase é bem compreendida pela teoria da evolugao clonal
(clonal evolution), que descreve o cAncer como um processo inerentemente
evolutivo, de circunstancias unicas para cada clone que acumula mutacoes de
forma sequencial (Figura 2.8) (Greaves & Maley, 2012; Nowell, 1976). O tratamento da
CML com o uso de inibidores da tirosina quinase Abl1-KD, por exemplo, causa a
morte de uma populagao celular com fenétipo BCR-Abl1+, significando uma forte
pressdo seletiva favoravel a células com genes de resisténcia (Braun et al., 2020;

Schmitt et al., 2018).

Selective pressures —_— Tx

a Ecosystem 1 Ecosystem 2 Ecosystem 4

f'\ <\ ://<\ / Recurrence

Single
founder

cell (stem or
progenitor)

Confined Diffuse

(CIS)

00 e Subclones with unique Metastases

genotype / ‘driver’ mutations

Figura 2.3. Evolugao clonal de células cancerigenas em diferentes contextos de presséo
seletiva e terapias (Tx) ou microambientes (Ecosystem). Cada circulo colorido representa
um clone geneticamente distinto. Um paralelo da resisténcia e relapso da CML em
pacientes é representado por clones no Ecosystem 2 e 4. Figura originalmente publicada
em Greaves M. e Maley C.C. 2012 (Greaves & Maley, 2012).

2.1.2 — Mutacoes de resisténcia e conformacgédo da Abl1-KD

Cerca de 25% dos pacientes com CML desenvolve algum tipo de resisténcia
aos inibidores de quinase causada por mutacdes no dominio Abl1-KD (O’hare et

al., 2012). Estruturalmente, este dominio possui uma dindmica singular que gera
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um conjunto de conformacoes biologicamente relevantes. Trés delas se destacam:
sao as conformacoes inativa, ativa e uma intermediaria entre as duas anteriores,
chamada Src-like (nome dado por semelhanca a quinase Src, homéloga ao Abll).
Na Figura 2.4 sdo mostradas as estruturas de cada conformagao, assim como a
posicdo na sequéncia que estdo associadas a conferir resisténcia aos inibidores
apés certas mutacdes. Através do R.M.S.D. dos carbonos alfas (Ca) dos residuos
representados em esferas amarelas, nota-se que relevantes mudancas
conformacionais ocorrem na enzima, com énfase em duas porcoes estruturais, uma
a-hélice na extremidade C-terminal (Figura 2.4a) e o Joop de ativacdo, mostrado

em cinza, que contém o residuo H396.

Inativo, 2hyy Src-|ike, Zglt Ativo, 2g2i Posicbes R.M.S.D. 2'g1t par Ca
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Figura 2.4. Conformacdes do dominio Abl1-KD (a; PDB ids.: 2hyy, 2g1t, 2g2i) e (b) posicdes
que com certas mutacées conferem resisténcia a inibidores de quinase. Os carbonos-alfas
das posicoes estido destacadas em amarelo e com numeracio romana. Duas estruturas
importantes para a troca de conformacdo também sao destacados: a hélice-Ca que é
indicada por uma elipse vermelha e o loop de ativacdo que contém o dominio DFG
conservado destacado na cor cinza. Figura originalmente de Otsuka F.A.M. e Bjelic S.

(Otsuka & Bijelic, 2022).

A conformacio inativa da Abll1-KD ganha atencdo especial por ser o
principal modelo estrutural para o desenho de inibidores, como foram nos casos do
Imatinib, Nilotinib e Ponatinib. Estes sdo primariamente planejados para
competir ao sitio ativo do ATP na Abl1-KD (Figura 2.2), que mesmo na forma

Inativa, tem afinidade para ligar ao ATP. O inicial sucesso no tratamento de CML
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através destes medicamentos que ligam na forma inativa foi gracas a capacidade
de “travar” a conformacao da Abl1-KD na forma inativa, impedindo a troca
conformacional para a forma ativa. A conformacéao ativa desta enzima possui duas
caracteristicas estruturais bem conservadas chamadas de coluna regulatéria (R-
spine) e a coluna catalitica (C-spine) que quando organizadas da maneira correta,
deixam a quinase “pronta para acdo” (de Oliveira et al., 2016; Taylor et al., 2012).

Apenas um conjunto limitado de mutacoes é capaz de gerar o fendtipo de
resisténcia na CML, o qual tem seu efeito por duas vias: dificultam a ligacdo do
inibidor ao Abl1-KD através de impedimento estérico ou tornam mais estavel a
conformacdo ativa da enzima através de um remodelamento na superficie de
energia desta conformacéao ou por alteracdo da sua dinamica molecular (Lovera et al.,
2015; Shah & Sawyers, 2003; Wilson et al., 2015). As mutantes pontuais que estao
associadas ao relapso da doenca em pacientes com CML e tem suas posigoes
destacadas na Figura 2.4 sdo: M244V, G250E, Q252H, Y253H, E255(K,M,V),
V299L, F3111, T315(I,M), F317L, F359(V,C), H396(P,R) (Igbal et al., 2013). Dentre
essas substituigdes, a que se destaca é o T3151 e duplos mutantes dela com outras
mencionadas acima, que conferem resisténcia ao potente inibidor quinase
ponatinib (Zabriskie et al., 2014). Isto destaca o problema que a resisténcia do
cancer representa aos pacientes, pols, mesmo novos medicamentos desenhados e
altamente eficientes estdo susceptiveis a serem “enganados” e terem suas
eficiéncias diminuidas por novos ciclos de pressdo seletiva que culminam na

proliferacao de clones resistentes.

2.1.3 — Objetivos e hipoteses

A aquisi¢ao de resisténcia aos medicamentos ndo é um evento exclusivo do
tratamento do cancer, também ocorrendo, por exemplo, no tratamento de infeccoes
bacterianas (Merrikh & Kohli, 2020; Vasan et al., 2019). Ambas as situacoes se desenrolam
sob as regras da evolugao, que é a forca motriz que garante o surgimento da
tolerancia aos tratamentos medicamentosos. Portanto, conhecer e anteceder as
consequéncias de pressoes evolutivas feitas por medicamentos podem gerar vias
para aprimorar os tratamentos ja existentes. Desta forma, duas hip6teses foram

formuladas. A primeira buscou verificar se algumas das mutacoes que geram
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resisténcia em pacientes com CML causam algum impacto na estabilidade das

conformacgoes que Abl1-KD possui, com énfase naquelas apresentadas na Figura

2.4. A segunda buscou avaliar se a selecdo desses residuos de resisténcia esta

submetida a um controle evolutivo predeterminado com base na sua

ancestralidade. As hipéteses sio:

I-  Aspossibilidades da superficie de energia em funcéo de mutacdes (mutational
energy landscape) para cada conformacdo de Abl1-KD (inativa, ativa e Src-
like) destacam as substituicdes que conferem maior estabilidade para uma
determinada conformacio. Entdo mutag¢ées que conferem resisténcia devem
em certo grau estabilizar a conformacio ativa em relag¢do as outras.

II- As mutacoes de resisténcia sido acessiveis dentro de uma faixa toleravel de
energia conformacional e pressoes evolutivas, ou seja, apenas uma parcela
das 19 possibilidades de residuos é acessivel para troca em uma mesma
posicao. Contrario a este cenario, se as posi¢oes na sequéncia de Abl1-KD que
conferem resisténcia acessam residuos na mesma taxa da deriva genética
neutra (neutral genetic drift), entdo nio hé restricdes evolutivas para a

possibilidade de residuos pela Abl1-KD.
2.2 — Materiais e métodos

2.2.1 — Modelos estruturais e conformacoes da Abl1-KD

As estruturas cristalograficas de Abl1-KD com PDB IDs 2hyy, 2g1t e 2g2i
foram editadas de modo a terem o residuo W235 na sua extremidade N-terminal e
o residuo Q498 no C-terminal. As estruturas 2hyy e 2g2i tiveram os atomos
ausentes modelados pelo Rosetta. O ajuste estrutural global foi feito com o
Chimera (Pettersen et al., 2004) usando o algoritmo Needleman-Wunsch com a

matriz BLOSUM-62 para calcular o R.M.S.D. entre os Ca.

2.2.2 — Refinamento estrutural de Abl1-KD nativo e mutado

O aplicativo RosettaScripts (Fleishman et al., 2011), parte do software de
modelagem de proteinas Rosetta (Leaver-Fay et al., 2011), foi usado para o projeto,
empregando o arquivo .resfile para especificar um residuo de aminoacido

particular em uma determinada posi¢cdo na sequéncia. PackRotamersMover e
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FastRelax (Khatib et al., 2011) foram usados com 5 iteracdes. Todos os 20
aminoacidos foram amostrados em cada posicao da estrutura proteica, executando
35 trajetérias cada. Assim, um total de 184.800 modelos de sequéncia mutada e
nativa foram calculados por conformacao. A comparacao da energia total e energia
residual (em REU, do inglés Rosetta Unit Energy) entre conformacdes foi feita a
partir da energia média e desvio padrao calculados a partir dos 5 menores valores.
Para analise das conformacoes com a sequéncia nativa, foram modeladas 9.240
modelos por conformacao com o Rosetta. Para avaliar a convergéncia minima de
nossos calculos, dois conjuntos independentes de 15 trajetérias foram
determinados para a estrutura 2hyy usando o mesmo protocolo FastRelax (Khatib
et al., 2011). Como acima, a energia total e a média de energia residual individual

dos 5 menores valores foram correlacionadas para avaliar a convergéncia.

2.2.3 — Otimizagédo de sequéncia de Abl1-KD

Para projetar Abl1-KD nas conformagoes inativa, Src-like e ativa, foi usado
um protocolo similar ao FastRelax, mas em vez de alterar um aminoacido por
posicdo, apenas as 11 posicées resistentes foi permitido mudar entre os 20
aminoacidos canonicos durante a mesma trajetéria de calculo. No total, foram
calculadas 750 trajetorias por conformacdo. As 10 sequéncias de menor energia de
cada conformacio foram alinhadas e sua identidade de sequéncia foi analisada. Os

residuos em posicoes resistentes foram anotados.

2.2.4 — Reconstrucéo ancestral de Abl1-KD e design de ancestrais

A sequéncia Abl1-KD (UniProtKB - P00519) foi usada como base para
identificar tirosina quinases homoélogas (TK) no banco de dados Uniprot (Bateman
et al., 2021). Foram listadas proteinas da familia SH3-SH2-TK restritas ao
subgrupo de Abl1, Src, Tec, Csk e delimitados dois grupos externos formados pela
proteina quinase A (PKA) (Barker & Dayhoff, 1982) e o receptor do fator de crescimento
de fibroblastos, totalizando 41 sequéncias. As sequéncias foram alinhadas no
servidor web GUIDANCE2 (Sela et al., 2015) com algoritmo MAFFT (Katoh &
Standley, 2013) seguido de inferéncia de arvore filogenética usando o software

MEGA-X versio 10.1.7 (Kumar et al, 2018 com o método de maxima
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verossimilhanca e parametros do modelo de substituicado LG+G+I com 1.000
réplicas de bootstraps. As sequéncias ancestrais foram inferidas usando PhyML
versdo 3.3 (Guindon et al., 2010). As matrizes de pontuacdo especificas de posicio
(PSSMs), extraidas com um script escrito em python a partir da reconstrucio
ancestral, foram usadas para determinar a variabilidade de residuos por posic¢ao.

Para inferir a variabilidade de residuos durante a reconstrucao ancestral,
foi utilizado o PSSM de cada n6 ancestral. Foi contado o nimero de residuos com
probabilidade maior que zero. Trés grupos de posicdes foram feitos: i) um conjunto
conservado de 11 posig¢oes funcionais em sequéncias ancestrais que ndo mudam ao
longo do tempo (estas retém apenas uma identidade de amino4cido,
consequentemente contada como 1); i) as posicdes resistentes, e iil) um conjunto
sem posicoes funcionais ou resistentes incluidas. A média e o erro padrao da média
de todas as variabilidades de residuos contados por posi¢cao para um determinado
grupo foram plotados para todos os nds ancestrais.

Estruturas especificas de conformacido de sequéncias ancestrais foram
construidas com Modeller (Eswar et al., 2008). Ambas as conformacdes inativas
(PDB ID 2hyy) e ativas (PDB ID 2g2i) foram usadas como modelos. Os modelos
também foram otimizados em sequéncia utilizando RosettaScripts com
movimentadores FastRelax e SeqprofConsensus (Fleishman et al., 2011). O
desenho da sequéncia foi permitido naquelas posi¢ées onde a probabilidade foi
inferior a 100% e os residuos de amostragem com probabilidade superior a 0% de
acordo com os PSSMs inferidos. Assim, mesmo residuos com pequena
probabilidade de ocupar uma posicio (menos de 5%) tiveram a chance de serem
incorporados na sequéncia final se sua energia fosse favoravel. No total, foram
simuladas 500 trajetorias. Nesta fase, cada n6 ancestral tinha sequéncias distintas
que foram otimizadas tanto na conformacio inativa quanto na ativa. As 10
sequéncias de menor energia total por conformacao foram alinhadas e a sequéncia
de consenso foi extraida como a sequéncia ancestral final calculada pela Rosetta

para um determinado no.

2.2.5 — Expresséo, purificacao e ensaio enzimatico dos ancestrais de Abl1-
KD
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Selecionamos o Abl1-KD nativo (UniProtKB - P00519, residuos 229 - 511) e
dois nds ancestrais, anc6 e anc8, para expressao heterdloga em F. coli para validar
nossa analise filogenética. Cada né ancestral tinha duas sequéncias
correspondentes, uma inferida pelo PhyML e outra otimizada pelo Rosetta. Cada
sequéncia de interesse foi sintetizada (GenScript, EUA) e clonada em pET29b(+)
em fase com um marcador de afinidade hexa-histidina no C-terminal. Abl1-KD e
ancestrais foram co-transformados com o plasmideo pCDFDuet-1b codificando a
fosfatase YopH (Seeliger et al., 2005), para antagonizar a atividade de Abl1-KD e
minimizar a citotoxicidade para as células E. coli BL21 (DE3) Tuner. A expressio
da proteina foi induzida com IPTG 1 mM sob agitacao por 16 h a 20°C em meio
Luria-Bertani (LB) com canamicina e estreptomicina (50 pg/ml cada). As células
foram colhidas por centrifugacio (2.300 g, 20°C, 20 min), ressuspensas em tampao
de lise (50 mM de HEPES, pH 7,4, NaCl 500 mM, imidazol 10 mM, glicerol 20%,
Triton X-100 1%, 2-mercaptoetanol 5 mM) e lisadas por sonicacdo, seguida de
centrifugacdo (30 min centrifugacio a 11.770 g) para separar os detritos celulares.
O sobrenadante foi aplicado a coluna de afinidade Co2+ (HisPur™ Cobalt Resin,
Thermo Scientific™), lavado 3 vezes com tampdo de ligacio (HEPES 50 mM pH
7,4, NaCl 500 mM, imidazol 10 mM, glicerol 5%, 2-mercaptoetanol 5 mM) e eluido
com tampdo de eluicio (tampdo de ligacdo com imidazol 300 mM). Tracos de
impurezas de proteina e YopH fosfatase foram ainda removidos por cromatografia
de troca idnica usando uma coluna de troca aniénica (Resource Q ou HiTrap Q HP)
usando um gradiente linear misturando tampédo A (Tris-HCI 20 mM pH 8,0,
glicerol 5%, DTT 1 mM, NaCl 50 mM) e tampao B (tampao A + NaCl 1M). As
atividades enzimaticas das quinases purificadas foram determinadas usando o
ADP-Glo Kinase Assay (Promega Biotech AB), seguindo o manual do fabricante.
As quinases e substratos foram diluidos em tampéo de quinase (Tris 40 mM pH

7,5, MgClz 20 mM, BSA 0,1 mg/ml, DTT 50 pM). O ensaio foi realizado em 20 pL
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de tampao de quinase contendo 3 ng de enzima purificada, ATP 30 pM
ultrapuro e Abltide 10 uM ou 75 nM (SignalChem). As reacdes em quatro réplicas
foram feitas em placas de ensaio de poliestireno de 96 pogos de meia area de fundo
plano branco opaco (Corning) a 25°C por 1 h e a luminescéncia foi medida usando
o leitor de placas TECAN SPARK 10 M com um tempo de integracao de 1 s. As
velocidades de reacdo foram obtidas por taxas de conversdo (umol de ADP min-!
determinado a partir de uma curva de calibracdo de ADP de conversao de ATP—

ADP) dividida pela concentracéo de enzima medida com Qubit™ (Thermo, EUA).

2.3 — Resultados e discussao

2.3.1 — Energias das conformacées e de mutagoes em Abl1-KD

As trés estruturas cristalograficas da Abl1-KD que representam seus
estados inativo, Src-like e ativo (Figura 2.4) tiveram as suas energias®
conformacionais determinadas através de simulacoes de interacao dos residuos
com refinamento de estrutura usando o software Rosetta (Leaver-Fay et al., 2011).
A distribuicio de energias totais obtidos de 9.240 ciclos para cada conformacao é
mostrada na Figura 2.5a, e real¢a que as conformacées das duas formas nao ativas
(Src-like e inativa) sdo mais estaveis, resultado que concorda com a visdo de uma
quinase altamente regulada (Soverini et al., 2018). Apesar de que néo era esperado
que a conformacdo Src-like possuisse uma energia muito menor quando
comparada com as outras duas formas, tratando-se de uma conformacao
transiente entre a forma inativa e ativa (Narayan et al., 2020; Oruganti & Friedman, 2021).
Entéao é provavel que o score da conformacao Src-like seja um artefato dependente
do campo de forca utilizado no procedimento do Rosetta. Mas nio obstante esta
conformacido mantem seu apelo como um bom modelo para o desenho de inibidores.

Avaliando os pares de residuos entre conformacdes (Figura 2.5b), seus
scores de energia sdo moderadamente correlacionados (coeficiente r de Pearson
para Src-like vs inativo = 0,77; inativo vs ativo = 0,69; Src-like vs ativo = 0,66).
Significado que em geral, a energia de cada residuo é semelhante entre as

conformacées. Mas alguns residuos claramente néo se correlacionam, como no

* As energias conformacionais sdo uma aproximacao da energia livre e quanto menor essa pontuacdo
mais estdvel é comparada ao estado desenovelado. A energia de conformacédo é a soma das energias
de residuos. A energia do Rosetta é obtida através do somatério de termos definidos em Alford R.F.
et. al. 2017, e.g., energia de atracdo, energia de repulsdo, energia de solvata¢do implicita, ...
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exemplo da correlacdo entre inativo vs ativo, onde os residuos em posicdo de
resisténcia G250, Y253 E255 e F311 possuem energias distintas. Com essa analise

é possivel identificar residuos que mais divergem em energia entre conformacgées

distintas.
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Figura 2.5. Amostragem de energia total das conformacées de Abl1-KD com médias
indicadas em linhas tracejadas (a) e correlacdo da energia de residuo entre conformacdes
(b); pontos amarelos indicam as posicdes de residuos que conferem resisténcia quando
substituidos, linha de tendéncia continua em azul da correlacao linear, e linha tracejada
azul indica o erro padrao da estimativa. REU: Unidade de Energia do Rosetta.

Depois foram simulados e pontuados todos os possiveis mutantes simples
para cada conformacido da Abll-KD. Suas energias totais se correlacionam
fracamente entre as mutantes de cada conformacio (Figura 2.6a—c) indicando que
mutacoes pontuais sdo capazes de mudar a energia relativa entre conformacoes.

Focando nas energias de residuos em posi¢oes de resisténcia, as Figuras 2.6d—e
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mostram as suas correlagoes entre conformacoes. Na comparagio, por exemplo,
entre a energia de residuos nas conformacdes ativa e inativa (Figura 2.6d) nota-se
que um cluster de mutagoes ditos resistentes, compostos por G250E, Q252H,
E255M, E255V, F359C, e F359V, aparece com energias mais favoraveis para a
forma ativa, o que concorda com um fenodtipo de resisténcia causado pela maior
estabilidade da conformacado da enzima ativa. Porém, a mutacao T315I, que é a
principal causadora de resisténcia a inibidores, nao tem sua energia de residuo

alterada significantemente, o que contrasta com a hipétese de estabilizacdo da

conformacao ativa.
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Figura 2.6. a—: Correlacao de energia total de todos os possiveis mutantes simples entre
as conformacées; linha de tendéncia continua da correlacéo linear, e linha tracejada indica
o erro padrio da estimativa. d—f: Correlacdo de energia do residuo de todos os possiveis
20 residuos em posigoes de resisténcia; linha de tendéncia continua cinza da correlagio
linear, e linha tracejada cinza indica o erro padrao da estimativa; pontos em cinza indicam
mutacoes nao denominadas, em amarelo as de resisténcia, em vermelho e laranja as
mutacgdes na posicao T315, azul e verde indicam residuos selvagens.

Para buscar capturar a forma como as substituicoes em posicao de

resisténcia afetam as conformacées em relagdo aos residuos selvagens,

energia na posicao, Src-like (REU)
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determinamos a diferenca relativa de energia conformacional. Na Figura 2.7a,c,e
sao mostradas as energias totais de mutantes na forma inativa e ativa e as
respectivas diferencas de energias entre elas. Nesta analise os mutantes
resistentes M244V, G250E, Q252H, Y253H, F359VC e H396P remodelam a
estabilidade da Abl1-KD, tornando a conformacao ativa mais estavel. No entanto,
a Figura 2.7e também destaca que a média de energia das mutantes nas referidas
posicdes quase nio altera a relacio de energia (barras vermelhas) comparada a da
sequéncia selvagem (barra e linha pontilhada azul), com excecio das posicdes
G250 e F359, que se substituidas tem altas chances de estabilizar a conformacéao
ativa. Controversamente, as mutacgoes resistentes nas posicoes E255, V299, F311,
T315, F317 e H396 tornaram a conformacéo inativa mais estavel (Figura 2.7e, sem
setas vermelhas), sugerindo que a forma como estio relacionadas com a resisténcia
aos inibidores é outro que a estabilizacao da forma ativa.

Nas Figuras 2.7b,d,f sdo destacadas as energias dos residuos em posigoes de
resisténcia nas conformacdes inativa e ativa, como também o quanto as
substitui¢es sdo alteradas energeticamente comparadas aos residuos selvagens.
Com este modo de analise, as substituicoes G250E, Q252H, Y253H, E255V,
V299L, F359(C,V) e H396P sdo energeticamente mais favoraveis na conformacao
ativa (setas vermelhas, Figura 2.7f). E como visto anteriormente, as mutacdes de
resisténcia na posi¢cdo T315 ndo alteram sua energia quando comparadas com o
residuo selvagem. Além disso, mutagbes nessa posi¢cdo se mostraram toleraveis
para a conformacio inativa. Desta forma ficou demonstrado que mutacées nas
posicoes de resisténcia sdo capazes de alterar a energia conformacional da Abll-
KD, o que pode ser atribuido primariamente pela instabilidade que essas
substitui¢ées possuem na conformacao inativa. No entanto, ha algumas excecgoes,
como por exemplo o mutante MZ244V, que tem a sua energia de residuo
praticamente inalterada comparando ao selvagem (Figura 2.7f), mas altera a

relacdo de energia conformacional a favor da forma ativa (Figura 2.7e).
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Figura 2.7. Analise de energia total (graficos a esquerda) e de residuo (graficos a direita)

ap6s mutagénese de saturacio em posicoes de resisténcia. a—d: Energia total e de residuo

das conformacdes inativa (a, b) e da ativa (c, d). e: Energia total relativa (inativo — ativo);

setas vermelhas indicam mudancas na energia que estabilizam a conformacio ativa apos

a mutacio resistente; barras vermelhas representam a média da energia total relativa

entre todos os possiveis mutantes na posicdo e a linha azul faz referéncia a diferenca de
energia (a mesma na Figura 2.5a) entre a conformacio inativa e ativa de sequéncia

selvagem (WT). f: Energia de residuo relativa (inativo — ativo); setas vermelhas indicam

mudangas na energia que estabilizam o residuo na conformacao ativa apdés a mutacéo

resistente; pontos em cinza indicam mutac¢des ndo denominadas. O tamanho dos circulos

indica a magnitude do desvio padrées.
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2.3.2 — Otimizacao de sequéncia dependente de conformacao da Abl1-KD

Outra maneira de entender a correlacao entre estabilidade da conformacao
e dos residuos na estrutura é otimizando a sequéncia de aminoacidos em cada
conformacao. Neste tipo de protocolo, o Rosetta calcula os residuos que melhor
estabilizam a estrutura fornecida como input e devolve uma nova sequéncia. Com
essa estratégia de otimizacdo, buscou-se verificar qualitativamente o efeito da
conformacdo na escolha de mutacgoes em posi¢ées de resisténcia, ou seja, uma
logica inversa daquela realizada anteriormente, onde exaustivamente calculou-se
o efeito de cada mutacao sobre a estabilidade da conformacéao, e que ainda também
dispensa grandes analises estatisticas.

As 12 posicoes de resisténcia foram selecionadas para que o Rosetta durante
cada ciclo de otimizacao de estrutura, de um total de 750 por conformacao,
decidisse qual a combinacio de aminodcidos (entre os 20 disponiveis) tornaria a
estrutura conformacional mais estavel. Em outras palavras, as sequéncias de
menor energia seriam aquelas que minimizam a energia da conformacao fornecida
como input. Na Tabela 2.1 sdo mostradas as mutacées das sequéncias
minimizadas para cada uma das trés conformacoes que foram amostradas na
analise. Alguns padroes interessantes emergem, como no caso da otimizagao da
conformacao ativa que amostrou cinco residuos de resisténcia, contrastante a
otimizacdo da conformacido inativa, que amostrou apenas um residuo de
resisténcia (V299L). Portanto o método notavelmente capturou que residuos de
resisténcia sdo capazes de minimizar a energia da conformacao ativa. Além disto,
a otimizacao na forma inativa nao alterou a preferéncia pelo T315, enquanto a
otimizacdo da conformacdo ativa obteve as mutagoes T315M, que confere
resisténcia, e T315L, que é similar a importante mutag¢ido por isoleucina no
fenétipo de resisténcia a inibidores. Este resultado realca a preferéncia por essa
mutacio na forma ativa com a presenca de outras mutacgoes, sugerindo um efeito
cooperativo entre as mutacoes. Ja a otimizacio da forma Src-like mostrou que a
sequéncia selvagem ja é 6tima para esta conformacao, corroborando o resultado
anterior, onde sua energia de conformagido é muito menor que as outras duas
conformacdes (Figura 2.5a), e sugerindo que o resultado anterior nio seria um

mero produto do acaso.
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Tabela 2.1 Otimizacgao de sequéncia da Abl1-KD em posi¢ées de resisténcia usando
como Iinput as conformacdes estudadas (PDBs 2hyy, 2glt, 2g2i). Residuos em
italico sdo quimicamente similares aos residuos de resisténcia; marcagdo em
amarelo indica residuos de resisténcia recuperados pela simulacao; ciano destaca
os residuos nativos. As dez sequéncias de menor energia de 750 ciclos de

otimizacao foram analisadas.

WT mutacdo de otimizagao otimizagao otimizagao
resisténcia conf. inativa conf. Src-like conf. ativa

M244 M244v M244| M244F M244p
G250 G250E G250N WT G250E, G250N
Q252 Q252H Q252K WT Q252K, Q252D, WT
Y253 Y253H Y253L WT Y253D

E255 E255V, E255M, E255K E255A WT WT, E255Q, E255K
V299 V299L V299L WT V299Q

F311 F311l F311L WT F311mM
T315 T3151, T315M WT T315M T315L,T315M
F317 F317L T317Y WT T317M

F359 F359V, F359C F359K WT F359V
H396 H396P, H396R H396N H396S H396P

2.3.3 — Evolucgao e variabilidade de residuos da Abl1-KD

A sinalizacdo celular é um mecanismo que orquestra a funcio celular de
acordo com estimulos externos. Em humanos, a sinalizacdo celular é tao
importante que as proteinas quinases compoe uma das maiores familias de
proteinas do genoma humano (Kostich et al.,, 2002). Essa importancia é
compartilhada com varios organismos multicelulares desde fungos até animais
(Manning et al., 2002). Interessantemente, arqueas também possuem certos

mecanismos de sinalizacéo celular feito por proteinas quinases (Kennelly, 2014),
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destacando ainda mais a evolucao e permeacao destas familias de proteinas nos
seres vivos.

Com os avangos nas ultimas décadas dos métodos computacionais aplicados
a teoria evolutiva é possivel inferir sequéncias de proteinas antecessoras as que
observamos hoje em dia, o que permite averiguar como as pressoes seletivas no
passado ditaram as caracteristicas funcionais das proteinas atuais. Desta forma,
buscou-se verificar se ancestrais da Abl1-KD exibem em suas sequéncias algum
padrao evolutivo que influenciaria o aparecimento de mutacoes causadoras de
resisténcia.

Os aspectos evolutivos da Abl1-KD foram avaliados a partir de uma arvore
filogenética construida usando o método de maxima verossimilhanca (ML) (Figura
2.8a) contendo 41 sequéncias que se restringem a familia de tirosina quinases e os
respectivos subgrupos familiares Abl, Src, Tec, Csk (Barker & Dayhoff, 1982); um grupo
da proteina quinase A (PKA), que é uma relativa mais distante das quinases
anteriores, e um outgroup formado pelo dominio quinase de receptores de
membrana do fator de crescimento de fibroblastos. Ao longo da arvore filogenética
na Figura 2.8b, estao os nés que representam eventos de especiacao, destacando
aqueles que posicionados na linha evolutiva levam a atual sequéncia da Abl1-KD,
também sdo chamados de ancestrais. Deste modo, 10 sequéncias ancestrais foram
inferidas pelo método de ML, nomeadas de ancO PhyML (mais recente) para anc9
PhyML (mais distante). Também foi possivel observar na arvore filogenética
eventos de segregacio entre as subfamilias, como por exemplo o ancestral em
comum das subfamilias Abl e Src (anc6) e o ancestral em comum de todas as 4
subfamilas presentes (anc8, Figura 2.8c). As sequéncias mais provaveis de cada
ancestral foram comparadas em similaridade com a sequéncia da Abl1-KD atual
(circulos vazios, Figura 2.9a), e como esperado, a similaridade de residuos diminui
quanto mais distante é o ancestral. Interessantemente, outro estudo, que também
determinou os ancestrais da Abl1-KD usando método bayesiano de inferéncia,
reconstruiu e caracterizou um ancestral em comum as enzimas dos grupos Abl e
Src (Wilson et al., 2015), o qual é igualmente distante ao Abl1-KD, ~68% em
similaridade de sequéncia, quanto o anc6 PhyML aqui previsto (Figura 2.9a),

reforcando robustez da nossa analise da evolucido desse grupo de quinases. A
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explicacdo das sequéncias ancestrais PhyML + Rosetta (quadrados preenchidos,

Figura 2.9a) ser4 introduzida na préxima sesséo.
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Figura 2.8. Arvore filogenética e ancestrais de Abl1-KD. Estrelas marcam os ancestrais
que tiveram suas sequéncias inferidas e destacada em amarelo os ancestrais que foram
experimentalmente avaliados. Setas vermelhas indicam o local da sequéncia Abl1-KD na
arvore. Ramos condensados em amarelo, vermelho, verde, ciano e azul correspondem as

subfamilias Src, Abl, Tec, Csk e PKA, respectivamente.
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Figura 2.9. a: Comparacgio de sequéncias ancestrais com a atual Abl1-KD; PhyML =
sequéncias inferidas apenas por filogenia, PhyML + Rosetta = sequéncias inferidas por
filogenia e submetidas a protocolo do Rosetta, Bali-Phy* = sequéncia ancestral comum
(PDB 4csv) das familias tirosina quinase Abll e Src publicado em outro estudo (Wilson et
al., 2015). b: variabilidade de residuos ao longo de sua trajetéria evolutiva obtido através
do PSSM de cada ancestral.

Finalmente, para avaliar a variacao de residuos das quinases ancestrais de
Abl1-KD, as probabilidades de ocorréncia dos 20 possiveis residuos para cada
posicao na sequéncia dos ancestrais foram obtidas a partir da arvore filogenética
e do alinhamento de sequéncias (MSA, de Multiple Sequence Alingmend),
extraidas e salvas como PSSM (do inglés Position-Specific Scoring Matrix). Esta
matriz calcula a frequéncia do tipo de aminoacido por posic¢do, sendo que quanto
maior o score do PSSM para determinado aminoacido em certa posi¢ao, maior sua
probabilidade de ser observado. Na analise de variabilidade foram contadas em
cada posicao da sequéncia a quantidade de aminoacido com score de probabilidade
diferente de zero. Em geral, posi¢oes e residuos que sao criticas para a fungao da
proteina tendem a ser mais conservadas, exibindo pouca variacdo ao longo da
evolucao.

Na Figura 2.9b ¢é mostrado que em posigoes de importante

funcionalidade para as quinases, ou seja, os residuos conservados, a variabilidade
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é restrita para apenas um aminodcido (linha verde). Uma anélise comparativa
Interessante envolve a variabilidade das 12 posi¢oes que conferem resisténcia a
Abl1-KD (linha amarela) e as posicdes restantes da sequéncia (nfo conservadas e
nem ligadas a resisténcia, linha azul), interpretadas como mutacdes neutras que
foram acumuladas na evolucdo (Kimura, 1991). No grupo de posicdes resistentes,
a variabilidade de residuos é menor que no grupo que representa a deriva genética
neutra até o anc8 (ancestral em comum das tirosinas quinases), quando entdo o
erro padrido da média (SEM) se sobrepde & média de variabilidade (Figura 2.9b).
Em conclusao, os ancestrais mais recentes da Abl1-KD ndo mostraram muitas
substitui¢coes em posigcoes ditas de resisténcia na sequéncia atual, decerto por
conta de riscos associados a um contexto passado, onde trocas poderiam talvez
prejudicar a funcao ou estabilidade das enzimas ancestrais. Mas, no cenario atual,
a sobrevivéncia de clones celulares cancerigenos apdés o uso de inibidores de
quinases é determinada se a mutacao em Abl1-KD compensa esses potenciais

efeitos negativos com uma menor afinidade a droga inibidora.

2.3.4 — Atividade enzimatica dos ancestrais de Abl1-KD e design de
sequéncias com informacées conformacionais

Até entdo, a analise de variabilidade de residuo por posicdo em sequéncias
ancestrais mostrada anteriormente se limita a um reino de probabilidades. Entao
buscamos validar a plausabilidade funcional de catalise das sequéncias ancestrais
obtidas na andlise filogenética (PhyML), inserindo duas sequéncias (anc6 PhyML
e anc8 PhyML, Figura 2.9) em plasmideo de expressdo para serem produzidas na
sua forma recombinante em K. coli e posteriormente purificadas como mostra a
Figura 2.10. Na Figura 2.11 sdo mostradas as cromatografias de SEC e testes de
atividade enzimatica, atestando a viabilidade funcional dessas enzimas. Ambas as
ancestrais tiveram o mesmo tempo de retencdao no SEC que a enzima selvagem
atual. Na comparacao de atividade, a anc6 PhyML é cerca de 3 vezes mais ativa
comparada a selvagem, sugerindo que a Abl1-KD atual teve sua atividade
diminuida desde a especiagdo entre Abll e Src. Em outro estudo que
primeiramente caracterizou o ancestral inferido por modelo Bayesiano,

equivalente ao anc6 PhyML aqui inferido, ndo mostrou mudancas significativas
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na atividade comparada a selvagem (Wilson et al., 2015), indicando que pequenas
variacoes de funcionalidade podem ser esperadas a depender do tipo de algoritmo

usado para calcular sequéncias ancestrais.

a
Mw I v v VIVIIVIIE  Mw (I ||||V Vv VI VI VI

Figura 2.10. Purificacido de ancestrais da Abl1-KD. Raias de I a IV referem-se a etapas de
purificacdo das ancestrais. a‘ raia V= anc6 Rosetta, VI = anc6 PhyML, VII = anc8 PhyML,
VIII = Abl1-KD atual. b: raia V= anc8 Rosetta, VI = anc6 PhyML, VII = anc8 PhyML, VIII
= Abl1-KD atual.

-
N

ﬂ_ RT.=144ml

[
[=]

——anc6 phyml

——ancb Rosetta

(-]

o

UVag0 nm NOrmMalizada (mAU/pg)

—R.T.=14.7 ml
2 J
0 k Ma
0 5 10 15 20
b Volume (ml)
~ 10
g 9 — R.T.=14.6ml
S
g 8 ——anc8 phyml —R.T.=14.9ml
£,
3 6 ——anc8 Rosetta
S
= 3
£ 4
]
c 3
E
2 2
> 1
5
0
0 5 10 15 20
Volume (ml)
C 300

V/[E] (min?)

OB P 2 N
v‘0@“‘\‘!\‘2{>""é<:“ & o"éé‘ *“\ Q“‘\é\o&
S N ) c o

2 ’b(\“ 2 'bob 2 2 ’b‘\ 0(4

10 M Abltide 75 pM Abltide



88 | Capitulo 2 — Mutantes e evolugdo de Abl1-KD

Figura 2.11. Validacdo experimental de ancestrais da Abl1-KD. a,b: SEC de ancestrais
inferidas por filogenia apenas em linha laranja e que foram processadas pelo Rosetta em
linha azul; marcacoes a cima dos picos indicam o tempo de retencdo da ovoalbumina
(preta), Abl1-KD (verde) e anidrase carbonica (cinza). ¢: Atividade quinase de Abl1-KD
(verde) e suas ancestrais com o substrato Abltide; dados sdo médias + SD de quatro
replicatas. anc8 Rosetta nao exibiu alguma atividade.

Com as ligoes aprendidas das energias de conformacdo nas sessoes
anteriores e os resultados filogenéticos de Abl1-KD, questionamos se unificar
informacoes conformacionais com as probabilidades de aminoacidos por posicao
nas sequéncias ancestrais levaria a enzimas funcionais. Entao foi aplicado um
método de design nas sequéncias ancestrais para redefinir as suas sequéncias
inicialmente obtidas usando as restrigcoes conformacionais da forma ativa e
nativa, junto com o PSSM dos respectivos ancestrais.

As sequéncias de ancestrais modificadas apds este design sdo chamadas de
PhyML + Rosetta e estao representadas na forma de porcentagem de identidade
relativa a sequéncia da Abl1-KD mostrados na Figura 2.9a (quadrados
preenchidos). Para efeito de comparacio, apenas os equivalentes ao ancé e anc8
foram escolhidas para testes em laboratério. Nas Figura 2.10 e 2.11 sdo mostrados
as purificacdes e ensaios com anc6 PhyML + Rosetta e anc8 PhyML + Rosetta.
Ambas as ancestrais modificadas foram soluveis e tiveram tempos de retencao
similares a selvagem atual Abl1-KD. No que diz respeito as suas atividades
enzimaticas, as enzimas desenhadas com o Rosetta foram claramente
negativamente afetadas, ao ponto que a anc8 Rosetta se tornou inativa.

Esses resultados mostram que métodos filogenéticos de inferéncia superam
os métodos com base estruturais para capturar a funcido da proteina,
provavelmente porque simulacées computacionais de biomoléculas podem ser
muito boas em derivar as energias de interacao entre os atomos, mas ainda nao ha
um algoritmo que traduza a funcdo da biomolécula para componentes
fundamentalmente fisicas. Mas vale ressaltar que em um contexto como observado
na CML, a menor atividade da quinase é o que se almeja com os tratamentos de
1nibicao, entao o método computacional apresentado aqui poderia servir como uma
maneira de contrabalancear a funcionalidade nos casos em que tais fungoes devem

ser firmemente reguladas. Portanto, incrementar a estabiliza¢do da estrutura de
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uma proteina poderia ser uma via para ajustar este grau de regulacio

intrinsecamente.

2.4 — Conclusoées e perspectivas

Neste estudo, estratégias de design de sequéncia por métodos
computacionais foram hibridizadas com analise da evolucao proteica para
entender e talvez antecipar a forma como a enzima Abl1-KD tende a adquirir
certos residuos que promovem resisténcia ao tratamento da CML.

Avaliando sistematicamente a plasticidade da energia conformacional com
todos os possivels mutantes pontuais, determinamos que mutac¢ées individuais sao
capazes de remodelar a energia de conformacoes opositivas, I.e., ativo e inativo.
Esta caracteristica nao é exclusiva de mutacées que conferem resisténcia,
sugerindo que outros mecanismos atuam em conjunto para reduzir a ligacdo de
inibidores na Abl1-KD. Em geral, foi demonstrado que os métodos computacionais
podem até certo grau detectar a ocorréncia de mutacées de resisténcia. Mas vale
ressalvar que neste caso, foi aplicado o conhecimento clinico prévio dos residuos e
posicoes que exercem resisténcia a inibidores. Sem o conhecimento prévio, as
possibilidades de mutantes de resisténcia seriam enormes.

A analise da trajetéria evolutiva de Abl1-KD destacou as posigdes que
conferem resisténcia como moderadamente conservadas, entdo algum tipo de
restricio evolutiva é exercido nestas posi¢oes. Métodos que tentam prever
mutacoes capazes de conferir resisténcia podem ser uteis durante o processo de
triagem na criac¢ao de novos inibidores. E provavel que adicionar uma camada de
filtro com esse tipo de informacao evolutiva discutida nesta tese ajude na rotina
de identificagao de inibidores eficazes contra alvos moleculares analogos ao BCR-
Abll. Especialmente em momentos atuais onde a capacidade de resisténcia a
tratamentos por doencas neoplasicas e outras patologias vem sendo uma realidade

Inconveniente em muitos hospitais.
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2.6 — Publicagao em jornal cientifico
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