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Resumo

Luiz de Souza, A. K. Clonagem, expressao heterdloga e caracterizagdo do gene Smp_158240
de Schistosoma mansoni. 2013. 119 f. Dissertacdo (Mestrado) — Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas

de Ribeirdo Preto, Universidade de Sdo Paulo, Ribeirdo Preto, 2013.

Segundo dados recentes da Organizacdao Mundial de Saude, as doencas parasitdrias afetam um sexto
da populagdo mundial, totalizando de mais de um bilhdo de pessoas. A esquistossomose, em
particular, € uma doenca parasitdria negligenciada pela salde publica, causada pelo parasita
helminto trematddeo do género Schistosoma, e que afeta mais de 230 milhdes de individuos em
todo o mundo, 6 milhdes no Brasil, causando risco a aproximadamente 700 milhdes de pessoas. Na
busca por novas ferramentas para o combate a esquistossomose, uma importante estratégia
consiste na identificacdo e caracterizagdo de alvos moleculares do parasita Schistosoma. As fumarato
hidratases sdo enzimas que catalisam a hidratacdo reversivel da molécula de fumarato em S-malato e
tém sido consideradas potenciais alvos macromoleculares para o planejamento de novos farmacos
antiparasitarios. Dentro desse contexto, o presente trabalho visou a clonagem, expressao,
purificacdo e caracterizacdo estrutural e bioquimica do produto do gene Smp_158240, predito como
codificador da enzima fumarato hidratase para o parasita Schistosoma mansoni. O gene Smp_158240
foi sintetizado quimicamente com otimizagdo de cddons para expressdao em E. coli e clonado nos
vetores de expressdao pET28a e pET28sumo. O produto do gene, denominado SmFH foi expresso em
bactéria E. coli BL21(DE3) e purificado com excelente rendimento e grau de pureza. Estudos de
espalhamento dindmico de luz, associados a cromatografia por filtragdo em gel indicam que a
proteina SmFH se oligomeriza na forma de um tetramero, e estudos por dicroismo circular foram
utilizados para estimar o conteldo de estrutura secundaria em 60,8 % de a-hélices, 5,7 % de fita-B e
37,6 % de coil-turn. Apesar dos resultados indicarem que a SmFH se oligomeriza e se enovela como
previamente reportado para as enzimas fumarato hidratase da classe Il, os ensaios de atividade
indicaram que o produto do gene Smp_ 158240 apresenta baixa atividade fumarasica e se mostra
instavel para a realizacdo dos experimentos de cristalizacdo. A realizagdo de predi¢cdo de estrutura
por modelagem molecular por homologia identificou regides de grandes diferencas entre o modelo
gerado para SmFH e as estruturas descritas para outras enzimas da mesma classe. Em particular, uma
dessas variagGes consiste na inser¢ao de 7 residuos em uma regidao altamente conservada do sitio

ativo (SS-loop), alterando significativamente a conformacdo e dinamica da proteina e fornecendo



assim as bases estruturais para justificar a falta de atividade observada para o produto codificado
pelo gene Smp_158240. Uma analise estrutural cuidadosa do modelo predito para SmFH, associado a
analise do padrdo da estrutura primaria encontrado para enzimas da mesma classe sugere um erro
na sequéncia do gene depositada no banco de dados e permite propormos a correta sequéncia para

o gene que codifica a enzima fumarato hidratase em Schistosoma mansoni.

Palavras-chave: Schistosoma mansoni, fumarato hidratase, clonagem, expressao, purificacao,

caracterizagdo bioquimica, caracterizagao estrutural.



Abstract

Luiz de Souza, A. K. Cloning, heterologous expression and characterization of the gene Smp_158240
from Schistosoma mansoni. 2013. 119 s. Dissertation (Master) — Faculdade de Ciéncias

Farmacéuticas de Ribeirdo Preto, Universidade de S3o Paulo, Ribeirdo Preto, 2013.

According to recent data from World Health Organization, parasitic diseases affect one sixth of
the world population, with a total of over a billion people. Schistosomiasis, in particular, is a
parasitic disease neglected by public health system and pharmaceutical industries, caused by
trematode helminth Schistosoma, which affects 230 million people worldwide, 6 million in
Brazil, risking about 700 million people. In the search for new tools against schistosomiasis, an
important strategy consists in the identification and characterization of potential molecular
targets from Schistosoma. Fumarate hydratase are enzymes that catalyze the reversible
hydration of fumarate to malate, and have been considered potential macromolecular targets
for new antiparasitic drug design. Within this context, the present work report the cloning,
expression, purification and structural and biochemical characterization of Smp_158240 gene
product predict to code the enzyme fumarate hydratase for Schistosoma mansoni (SmFH). The
gene Smp_158240 has been chemically synthesized with optmized codons for E. coli
expression and cloned into pET28a e pET28sumo expression vectors. The gene product, named
SmFH has been expressed in E. coli BL21(DE3) and purified with excellent yield and purity.
Dynamic light scattering studies associated with molecular exclusion chromatography have
indicated that protein oligomerizes in a tetramer and circular dichroism techniques have been
used to estimate secondary structure content as 60.8% in a-helix, 5.7% B-ribbon and 37.6% in
coil-turn. Although results indicate that SmFH oligomerization and folding state are consisted
with previous data reported to fumarate hydratases from class Il, activity assays indicates that
Smp_158240 gene product presents low fumarasic activity as well as high instability for for
crystallization experiments. The 3D structure prediction by molecular modeling based on
homology has allowed us to identify large differences between the SmFH model and the
structures reported for enzymes within the same class. In particular, one of these variations
includes an insertion of 7 residues in a highly conserved region within the active site (SS loop),
significantly altering the conformation and dynamics of the protein and providing the
structural basis in order to justify the lack of activity observed for the product of the gene

Smp_158240. A careful structural analysis for the predicted model, associated to the



observation of primary structure pattern found for enzymes from the same class, suggest a
mistake in the sequence reported in the data bank and allow us to predict the correct

sequence that codes for the enzyme fumarato hydratase in Schistosoma mansoni.

Keyword: Schistosoma mansoni, fumarate hydratase, cloning, expression, purification,

biochemical characterization, biophysical characterization.
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INTRODUCAO



1. Introdugao

1.1. Doengas Tropicais Negligenciadas

A grande maioria das doencas parasitarias sdo atualmente classificadas como doencas
tropicais negligenciadas (DTN). As DTN sdo um grande e complexo grupo de doencas que se
desenvolvem em climas quentes e Umidos (clima tropical) e que prevalecem em condi¢Ges de
pobreza. Além disso, as DTN contribuem para a manutenc¢do do quadro de desigualdade social e mas
condicbes de vida, pois sdo responsaveis pela morte e incapacitacdo temporaria ou permanente de
milhGes de pessoas. Assim, afetam ndo soé o individuo acometido pela doenga, mas também toda a
familia e comunidade envolvida, causando a redug¢do da produtividade e qualidade de vida da
populacdo e representando forte entrave ao desenvolvimento socioeconémico dos paises mais
afetados (www.who.int).

A falta de investimento, seja do setor publico ou privado, para a prevencao, controle e busca
por novas terapias para o tratamento, sdo os fatores que caracterizam essas doengas como
negligenciadas no cenario mundial. Segundo dados da Organizacdo Mundial de Saude (OMS), mais de
um bilhdo de pessoas, um sexto da populacdo mundial, estdo infectadas com uma ou mais doencas
negligenciadas, que sdo endémicas em populacdes de baixa renda, localizadas principalmente em
paises pobres e em desenvolvimento da Africa, Sudeste Asiatico, América Latina e Caribe.

A maioria das DTN ndo dispde de tratamentos adequados ou eficientes, muitos
medicamentos utilizados sdo antigos, com problemas como baixa eficiéncia e sérios efeitos colaterais
(Croft, Sundar e Fairlamb, 2006). Além disso, em alguns casos onde poderia haver a prevencdo, o
tratamento e a cura com os medicamentos existentes, a falha na aplicacdo de politicas publicas
compromete o controle da doenca (Baker et al., 2010; Gyapong et al., 2010; Liese, Rosenberg e

Schratz, 2010). Esse quadro evidencia a necessidade de investimento em novas politicas de controle



e prevencao e também em pesquisa e desenvolvimento de estratégias de tratamento e diagndstico
eficazes, que possibilitem uma melhoria na condicdo de vida da populacdo que continua a ser

assolada por essas doencas.

1.2. Esquistossomose

1.2.1. Historia

A esquistossomose ou bilharziase, doenca parasitdria que se encontra no grupo das DTN,
ficou assim conhecida por ter sido descrita primeiramente em humanos pelo patologista alemao
Theodro Maximilian Bilharz (1825-1862) (Contis e David, 1996; Liese, Rosenberg e Schratz, 2010). Ele
realizou mais de 400 necrépsias no Egito a fim de identificar parasitas intestinais tropicais e
subtropicais. Em seus estudos, ele relatou a descoberta de um parasita na regido da veia porta, o
qual inicialmente acreditava ser uma cercaria e posteriormente descobriu ser um trematdédeo com
sexos separados. O médico chegou a descrever o clico de vida do parasita em detalhes e nomeou o
mesmo de Distomum (Andrawis e Andrawis, 2008).

No Brasil, a identificagdo do Schistosoma mansoni foi feita pelo médico e pesquisador
Manuel Augusto Piraja da Silva (1873-1961), que publicou seu primeiro trabalho sobre a
esquistossomose na Revista Brazil Médico de niumero 1, intitulado “Contribui¢Go para o estudo da

Schistosomiase na Bahia” (Piraja Da Silva, 1908).



1.2.2. Epidemiologia

Atualmente, a esquistossomose se tornou uma das mais sérias e prevalentes doencas
parasitarias pelo mundo, responsdvel por mais de 500.000 mortes por ano (Pereira et al., 2010). A
doenca afeta 77 paises e territdrios localizados em regiGes tropicais e subtropicais (Han et al., 2009).
Segundo a Organizacdo Mundial da Saude, estima-se que mais de 230 milhdes de pessoas estejam
infectadas por todo o mundo e cerca de 800 milhdes estejam sob o risco de contrair a doenga. Dos
74 paises endémicos, 54 estdo localizados na Asia, Africa e América. Na América Latina, os paises
acometidos pela doenca sdo a Venezuela, as llhas do Caribe e o Brasil, que possui a maior area
endémica das Américas.

No Brasil, a doenca é distribuida em 19 estados e, segundo o Ministério da Saude, cerca de
100 mil casos sdo confirmados a cada ano, totalizando mais de 6,5 milhdes de casos (Figura 1).
Somente na regido nordeste do pais acredita-se que haja mais de 2,5 milhdes de pessoas infectadas

(Da Silva, Chieffi e Carrillo, 2005; D. et al., 2012; Rollinson et al., 2012).

Faixa de prevaléncia
(%) por municipio
M >15
M 515

<5
[J nao-endémico

Fonte: SVS/MS

Figura 1. Areas endémicas e focais da esquistossomose mansoni. (Fonte: Geréncia do Programa
Nacional de Controle da Esquistossomose/Secretaria da Vigilancia em Saide/MS - 2008)



A esquistossomose é caracterizada por um valor de DALY’s — disability-adjusted life years de
1,7 a 4,5 milhdes de anos, um indicador dos anos de vida perdidos pela doengca somados aos anos
vividos com incapacidades vinculadas aos problemas de saude causados pela doenca. Entre todas as
DTN, a doenca possui um dos indices mais altos do DALY (Who, 2002). Dentre os individuos
acometidos, 10% apresentam a forma severa da doenca, que se caracteriza por um conjunto de
manifestac¢des clinicas como dor abdominal, diarreia e sangramento retal, e sangue na urina, além de
inchago do figado e até do bago, que é comum em casos avangados da doenga, além disso, 50-60%
dos infectados, mais de 100 milhGes de individuos, apresentam alguma dessas manifestagoes clinicas

(Pereira et al., 2010).

1.2.3. O parasito e a Fisiopatologia da doenca

A esquistossomose é causada pelo parasita do género Schistosoma, que pertencem a familia
Schistosomatidae, classe Trematoda, subclasse Digenea. Estes parasitas apresentam sexos
separados, e se destinguem dos outros representantes da subclasse Digenea, que sdo hermafroditas
(Rey, 2001).

Em humanos, a doenga é causada por 6 espécies do género Schistosoma: S. mekongi, S.
intercalum, S. malayensis , S. mansoni, S. japonicum e S. haematobium, sendo as trés ultimas, as
espécie com maior importancia em saude publica. A incidéncia das espécies varia muito de acordo

com a regido (Figura 2).



S mansoni
S haematobium
B Sintercalatum
B Sjaponicum
Bl S mekongi
Mixed S hadematobium/S mansoni
7 Great rivers and lakes

Figura 2. Distribuicdo das espécies dos parasitos Schistosoma pelo mundo (Gryseels et al., 2006).

No Brasil, o Unico agente etioldgico da doenca é o Schistosoma mansoni. Este possui um ciclo
de desenvolvimento bastante complexo envolvendo a reproducdo assexuada em um hospedeiro
molusco intermediario (Figura 3), dois estagios na forma de larva existentes na agua (ambas
adaptadas para otimizar a transmissdo entre os hospedeiros), e a forma sexual adulta, que é a forma

encontrada no hospedeiro humano.

Figura 3. Caracol do género Biomphalaria.
Figura extraida de: http://www-ibmc.u-strasbg.fr/ridi/index.php?cont id=26&lang=en.



http://www-ibmc.u-strasbg.fr/ridi/index.php?cont_id=26&lang=en
http://www-ibmc.u-strasbg.fr/ridi/index.php?cont_id=26&lang=en

Dentro do organismo humano, a fémea produz ovos que sdo eliminados nas fezes e na urina.
O estagio larval, o miracidio, emerge dos ovos quando estes atingem a agua e a larva penetra no
hospedeiro intermediario, o caracol. Depois de um periodo de multiplicacdo e desenvolvimento no
caracol, emerge a forma infectante do parasito, a cercdria, forma larval de vida livre na dgua, que
infecta os humanos. Depois de penetrar na pele humana, o parasita (esquistossomulo) deixa a pele
via vasos linfaticos e sanguineos e atinge os pulmdes e coracao. Dias depois, os vermes deixam os
pulmdes e o coracdo e atingem o figado e o intestino, aqueles que atingem o sistema porta hepatico

tornam-se adultos e migram para os vasos sanguineos novamente (Figura 4) (Cox, 2002; Gryseels et

al., 2006).
ESQUISTOSSOMOSE
Cercarias abandonam o L X
caracol e nadam livres na = Estagio infeccioso
Esporocistos multiplicam-se agua — oo
em geragdes sucessivas de 0 = Estagio diagndstico
caracois

Apos penetragido
transformam-se em
schistosumulas

/\

0 Disseminam-se pelo sangue

Miracidios invadem
tecidos do caracol

Atinguem o figado onde se
maturam as formas adultas

na agua os ovos
liberam os miracidios
AR

Os adultos emparelham e migram para:

o / S Plexo venoso mesentérico do instestino
- v - — Ovos sao expulsos com as fezes.
S. mansoni S. haematobium ou
A c c Plexo venoso da bexiga
- N - Ovos sao levados pela urina.

N,

Figura 4. Esquema do ciclo de transmissdo do Schistosoma mansoni. 1: Ovos eliminados nas fezes ou na urina.
2:Eclosdo dos ovos libera os miracidio. 3: Hospedeiro intermediario (molusco) do parasita. 4: Esporocisto, 12
estagio de desenvolvimento do parasito no caramujo. 5: Cercaria, 22 estagio de desenvolvimento do parasito

no caramujo, e forma infectante. 6: Hospedeiro definitivo, o homem. 7: Esquistossomulo, estagio de
desenvolvimento pds-penetracdo na pele humana. 8:Disseminagdo pelo sangue. 9: Parasitos atingem o figado.
10: Formas adultas do parasita se desenvolvem no figado. Figura adaptada de:
http://en.wikipedia.org/wiki/File:Schistosomiasis_Life_Cycle.jpeg



Os parasitos adultos machos medem aproximadamente 1 cm de comprimento e 0,1 cm de
largura. A fémea tem um corpo cilindrico, mais longo e mais fino que o macho (1,2-1,6 cm de
comprimento por 0,016 cm de largura) (Machado-Silva et al., 1995).

Dentro do organismo humano, as fémeas presentes nas vénulas do mesentério chegam a
produzir 400 ovos por dia. Nem todos os ovos sdo eliminados através da excrecdo e eliminacdo da
urina, o que resulta na resposta inflamatdria desencadeada pelo ovo “preso” no tecido. A morbidade
e os sintomas causados pela esquistossomose estdo frequentemente associados a lesdes patoldgicas
que resultam da resposta imune do organismo devido a magnitude da exposicdo antigénica gerada

pela grande quantidade de ovos no tecido (Meira, 1991).

1.2.4. Diagndstico e Tratamento

A forma de diagnosticar a doenca mais utilizada é o método de Kato Katz (Katz, Coelho e
Pellegrino, 1970; Katz, Chaves e Pellegrino, 1972) recomendado pela OMS. E um método facil e
rapido, que se baseia na identificacdo de ovos do parasita nas fezes do paciente. Existem ensaios
soroldgicos, como ELISA, e ensaios moleculares, como PCR, que podem auxiliar no diagndstico
(Rabelo et al., 1997; Pontes, Dias-Neto e Rabello, 2002)

Até o presente momento ainda ndo foi encontrada uma maneira completamente eficaz para
o tratamento ou erradicacdo da esquistossomose. O primeiro tratamento relatado na literatura foi
feito com antimoénios trivalentes, como o antimoénio de tartarato de potassio, surgindo varios
medicamentos a partir deste. Entretanto, todos esses compostos eram extremamente téxicos para o
musculo cardiaco e dolorosos para a aplicagdo intramuscular. Nos ultimos 30 anos, o tratamento
especifico da esquistossomose passou a ser feito com compostos como o praziquantel e o
oxamniquina (Figura 5). O tratamento com essas drogas é uma importante ferramenta para controle
da morbidade e da prevaléncia (Coura e Conceicao, 2010). Porém, a eficiacia desses medicamentos é

restrita ao estagio adulto do parasito e 0 mecanismo de a¢do ainda ndo é completamente elucidado



(Angelucci et al., 2007; Doenhoff, Cioli e Utzinger, 2008). Além disso, as formas de tratamento atuais,
apesar de serem um boa estratégia para o controle da morbidade, ndo conferem imunidade aos
pacientes tratados, que apresentam alto risco de reinfec¢do, uma vez que estes individuos vivem em
areas de risco, sendo continuamente infectados.

Atualmente o praziquantel é o farmaco de escolha para o tratamento da esquistossomose,
devido ao sua relacdo custo/beneficio. Entretanto, praziquantel e oxamniquina se equivalem quanto
a seguranca e eficdcia. Apesar da relativa eficacia, estes medicamentos apresentam efeitos colaterais
como tonturas, nauseas, vomito, cefaleia e sonoléncia, os quais dificultam a adesdo do paciente ao

tratamento (Danso-Appiah e De Vlas, 2002).

CHy;NHCH(CH;),
g N -0 NH
»
N
0 NO,
CH,OH

Figura 5. Praziquantel e oxamniquina

Algumas cepas do parasita Schistosoma mansoni menos sensiveis ao praziquantel ja foram
isoladas, e considerando que o farmaco é administrado a mais de 100 milhdes de pessoas a cada ano,
a resisténcia pode se tornar um sério problema, devido a massiva administracdo do medicamento
(Fallon et al., 1996).

Uma nova perspectiva para o combate a esquistossomose foi recentemente divulgada pelos
pesquisadores brasileiros da Funda¢do Oswaldo Cruz que anunciaram o desenvolvimento de uma
vacina contra a esquistossomose com base em uma proteina que liga 4dcido graxo e possui 14 kDa
chamada de Sm14. Esta proteina é importante para a captagdo, transporte e compartimentalizagdo
de acidos graxos no parasita. Em testes realizados, sua alta imunogenicidade tem mostrado efeito

protetor contra a infeccdo pela doenca. Porém a vacina se encontra ainda na fase inicial de testes
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clinicos, além de ser somente um método preventivo contra a doeng¢a, mas nao curativo, ou
terapéutico (Tendler e Simpson, 2008).

Tendo em vista a magnitude do problema de saude publica associado a essa doenca, a
organizacdo Mundial da Saude (OMS) tém tratado a busca de novos farmacos contra a
Esquistossomose como uma necessidade e uma prioridade (Stothard et al., 2009). Dentro deste
contexto, o a caracterizacdo funcional e estrutural de enzimas do agente Schistosoma mansoni pode
ser uma importante estratégia para na busca de potenciais alvos para o planejamento racional de

farmacos com agdo antiesquistossomose.

1.3. Fumarato Hidratase

Na busca por potenciais alvos para o planejamento racional de farmacos
antiesquistossomose, nosso laboratério esta interessado em estudar a enzima fumarato hidratase
(FH) de Schistosoma mansoni. As fumarato hidratases também chamadas de fumarases, sdo enzimas

que catalisam a hidratagdo reversivel da molécula de fumarato em S-malato (Figura 6).

o] o]

[ | ox
O AN, = '°—°\l/\c=o

o- o-
Fumarato S-malato

Figura 6. Reacdo reversivel de hidratagao estereoespecifica catalisada pela enzima fumarato hidratase.
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1.3.1. Classificacao

Inicialmente, duas classes distintas de fumarases, classe | e Il, foram identificadas. Embora
estas estejam funcionalmente relacionadas, compartilham baixa identidade sequencial (Williams et
al., 1992; Weaver et al., 1995; Turner et al.,, 1997). Fumarases da classe Il (fumC) sdo enzimas
homotetraméricas, termoestaveis e de massa molecular de aproximadamente 200 kDa. Estas sdo
expressas em varias bactérias (Guest et al., 1985) e em eucariotos, tal como fungos (Wu e Tzagoloff,
1987), mamiferos (Suzuki et al., 1989) e plantas superiores (Nast e Mullerrober, 1996). Em contraste,
fumarases da classe | (incluindo fumA e fumB) sdo homodiméricas, termolabeis, ligam ferro e contém
aproximadamente 120kDa. Fumarases da classe | estdo presentes em alguns eucariotos unicelulares
como tripanossomatideos e bactérias, incluindo E. coli que possui fumarases de ambas as classes
(Woods, Schwartzbach e Guest, 1988).

Além destas duas classes, recentemente, um novo grupo de fumarases foi descrito, este
apresenta maior identidade sequencial com as fumarases da classe |, aproximadamente 33%. Sdo
enzimas heterodiméricas, possuem um cluster Fe-S, sdo sensiveis a oxigénio e termoestdveis
(Shimoyama et al., 2007; Van Vugt-Lussenburg et al., 2009).

As fumarases da classe Il de diversas origens compartilham de 50 a 65% de identidade
sequencial (Reaney, Bungard e Guest, 1993). A fumC pertence a uma familia de enzimas tetraméricas
estruturalmente relacionadas (Figura 7), incluindo a aspartase, argininosuccinase (Woods,
Schwartzbach e Guest, 1988), e adenilosuccinase (He, Smith e Zalkin, 1992), com 38%, 15% e 19% de

identidade respectivamente.
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Figura 7. Estrutura tridimensional das fumarato hidratase classe Il, evidenciando a formacgdo do
homotetrametro. A figura foi construida com base na estrutura tridimensional da enzima fumarato hidratase
de Mycobacterium tuberculosis (PDB 3NQ9).

1.3.2. Mecanismo catalitico

Apesar de sua importancia bioldgica, o mecanismo de rea¢do da fumarase ndo é ainda
completamente entendido. A reagdo de fumarato para S-malato é mais bem entendida, e envolve
uma hidratagdo estéreo-especifica do fumarato para produzir S-malato pela trans-adicdo 1,4 de um

grupo hidroxila e um dtomo de hidrogénio (Figura 8).
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Figura 8. Conversdo reversivel de fumarato em S-malato pela FH. A reagdo fumarato --> malato ocorre por
ativacdo da molécula de agua pelo grupo B. A reagdo inversa é uma eliminacgdo do tipo E1cB.

Hipdteses para descrever o mecanismo catalitico das enzimas fumarato hidratase da classe |l
sugerem que a formagdo de malato a partir de fumarato ocorre através do ataque do grupo
nucleofilico B da enzima ao hidrogénio de uma molécula de dgua enquanto o grupamento hidroxila
da 4gua, ativado, ataca o carbono do fumarato. Um par de elétrons da dupla ligacdo se desloca para
o outro carbono, gerando o carbanion, e ataca o atomo de hidrogénio da espécie A-H da enzima. O
resultado é uma molécula de S-malato e a forma zwitterionica da enzima (Figura 8).

O mecanismo proposto para a catdlise no sentido de formacdo de fumarato envolve a
remocdo de uma molécula de agua do L-malato, formando o composto olefinico fumarato.
Entretanto, a agua é removida em duas etapas, primeiro hd a formagao do préton e depois a saida de
um ion OH". Novamente, dois grupos sao necessarios para a reagao catalitica. A enzima com o grupo

A protonado ndo apresenta o correto estado de protonagdo para a reagao de formagao de fumarato.
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O préton do A deve deixar o grupo para que o malato se ligue. Assim o grupo B se torna o aceptor
para a remogao do préton da posicao C3 do L-malato, formando um carbanion, que é estabilizado
pela forma de ressonancia, o intermedidrio acicarboxilato. No ponto em que se forma o
acicarboxilato, ambos A e B estdo protonados. O rearranjo subsequente do acicarboxilato e a doacao
de um préton do grupo B da enzima para o grupo abandonador OH- no carbono C2 leva a formacao
de uma molécula de agua. O préton removido na primeira etapa da reacdo permanece no grupo A, e
sua remogao provavelmente ocorre no proximo ciclo catalitico. B(Weaver e Banaszak, 1996; Begley e

Mcmurry, 2005; Hegeman e Perry, 2007).

1.3.3. Analise Estrutural

Enquanto nenhum dado estrutural se encontra disponivel na literatura para membros da
classe 1 (nosso laboratério recentemente determinou a estrutura da fumarato hidratase citosélica de
Leishmania major), sabe-se que as FHs da classe || compartilham elevada similaridade estrutural, e
possuem um motivo estrutural comum a todas as estruturas disponiveis. Cada subunidade do
tetramero é composta de trés dominios, D1, D2 e D3 (Figura 9). O dominio D1 comeca no N-terminal
enquanto o D3 é composto pela extremidade C-terminal da cadeia. O dominio central, D2, é
composto de um conjunto de seis longas hélices empacotadas paralelamente. A associacdo dos
quatro dominios D2 no tetramero forma um core de 20 a-hélices que ficam emparelhadas e
estruturalmente rigidas. Os outros dois dominios, D1 e D3, sdo proje¢des a partir das extremidades N

e C-terminal. (Weaver et al., 1998; Weaver, 2005; Mechaly et al., 2012)



Figura 9. Estrutura do monémero (A) e do tetramero (B), evidenciando os dominios D1, D2 e D3,
respectivamente em roxo, rosa e azul. As 5 hélices do dominio D2 formam um core de 20 a-hélices
emparelhadas e estruturalmente rigidas. A figura foi feita utilizando a estrutura da enzima de Mycobacterium
tuberculosis, PDB: 3N09, no programa Pymol (Delano e Lam, 2005).

O sitio ativo das FHs classe Il é formado por residuos de trés diferentes regiGes da cadeia (R1,
R2 e R3) altamente conservadas entre as enzimas da classe (Figura 10). E uma regido de encontro de
3 das 4 cadeias do tetramero, cada regidao é doada por uma subunidade distinta do tetramero para
formar um sitio ativo. Dessa forma, existem 4 sitios ativos no tetramero, porém cada um deles possui

uma combinacdo das regides R1, R2 e R3 de diferentes cadeias (Figura 10) (Weaver, 2005).

Figura 10. Fumarato Hidratase classe Il e seu sitio ativz. (A) Monomero evidenciando as ;rés regides altamente
conservadas, R1 em vermelho, R2 em verde e R3 em roxo; que contribuem para a formagao do sitio ativo. (B)
Tetramero com a formacdo dos sitios, onde cada regido faz parte de uma cadeia diferente. (C) Superficie do
sitio ativo com as trés regiGes que o compdem. Figuras feitas utilizando a estrutura nativa de Escherichia coli,
PDB:1YFE, no programa Pymol (Delano e Lam, 2005).
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Estudos estruturais com a enzima fumarato hidratase classe Il de E. coli nativa e em
complexo com diversos ligantes sugerem que o grupo A, que participa da catdlise conforme descrito
na figura 8 é composto pelo par his187-glu331 (Weaver, 2005). Ja estudos mais recentes com a
fumarato hidratase do microorganismo Mycobacterium Tuberculosis, sugerem que o papel do grupo
B, descrito no mecanismo de reacdo, é realizado pelo residuo Ser318 (Figura 11a), cuja importancia

catalitica ja foi confirmada com a realizagdo de mutagénese sitio-dirigida (Figura 11b).

J
E331c 53]1:3/’ .

[/ Malato { 7/ | Haszh Fumarato

N 0 kg Ok

Figura 11. Sitio ativo da enzima Fumarato Hidratase de Mycobacterium tuberculosis, onde os residuos
supostamente envolvidos com a catalise estdo em stick (A) Enzima na presenga do substrato Malato. (B)
Mutante S318C, o qual perde atividade catalitica. A mutacdo do residuo de serina por cisteina possibilitou a
obtengdo do cristal com o substrato Fumarato. Figuras feitas utilizando as estruturas de PDBs: 4ADL e 4APB, no
programa Pymol (Delano e Lam, 2005).
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1.3.4. Importancia Biologica

A enzima fumarato hidratase estd presente tanto no citoplasma quanto na mitocéndria de
organismos eucariotos. Estudos recentes de localizagdo subcelular realizados em nosso laboratério
para parasitas de Leishmania mexicana indicam que uma isoforma da enzima estd presente no
citosol, enquanto a outra se encontra na mitocondria e possivelmente no glicossomo (Feliciano et al.,

2012).

Na mitocondria, a fumarase atua como parte do ciclo de Krebs ou do acido tricarboxilico, e
como tal, é central para a geracdo de energia para estes organismos (Yogev et al., 2010) (Figura 12).
Para a forma citosdlica, acredita-se estar envolvida no metabolismo da molécula de fumarato que é
produzida no citosol por diferentes tipos de reacGes (Pines et al., 1996), por exemplo, o
fornecimento de fumarato para outras rea¢des dentro do citosol, como para a enzima diidroorotato
desidrogenase que participa da biossintese de nucleotideos de pirimidina e, em alguns casos, utiliza
fumarato como substrato (Feliciano et al., 2006). Além disso, a forma citosdlica da fumarase em
eucariotos também foi descrita como capaz de migrar do citosol para o nucleo, onde ela
desempenha uma fung¢do em processos de reparo do DNA. Em humanos, a deficiéncia de fumarato
hidratase estd relacionada com uma sindrome chamada Leiomiomatose Hereditaria e Cancer de

células renais (HLRCC) (Yogev et al., 2010).
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Figura 12. Ciclo de Krebs. A enzima
fumarato hidratase (fumarase) catalisa a
reagdo reversivel de hidratagdo
estereoespecifica da molécula de
fumarato. Figura adaptada de
http://chemistry.gsu.edu/Glactone/PDB
/Proteins/Krebs/Krebs.html .
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1.3.5. Fumarato Hidratase de Schistosoma mansoni

Segundo Skelly e Shoemaker (1995),

o metabolismo dos carboidratos durante o

desenvolvimento do parasito do género Schistosoma sofre grandes variagdes, de forma que ora este

apresenta maior atividade aerdbica, ora anaerdbica. No estagio de vida em que o parasita penetra o

homem (schistosomula) hd um aumento na produgao de lactato, indicando predominio de atividade

anaerdbica pelo parasito. No entanto,

quando o parasito atinge o estagio adulto do

desenvolvimento, onde os sintomas da doenga aparecem, verifica-se uma diminuicdo nos niveis de
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enzimas relacionadas a fosforilagdo da glicose (hexoquinase), exibindo um alto grau de metabolismo

aerodbico (Skelly e Shoemaker, 1995).

O maior nivel de transcricdo mitocondrial em vermes adultos, quando comparados com o
schistosomula, é consistente com a significativa propor¢cdo de energia que o parasita adulto adquire
da respiracdo, dependendo assim de fungdes mitocondriais como o ciclo de Krebs (Vanoordt et al.,

1985)

Mesmo considerando que o parasito na forma adulta apresente fermentacdo homolatica,
podendo sobreviver em meio anaerdbico, o desenvolvimento dos ovos requer presenca de oxigénio,
sugerindo a necessidade de respiracdo aerdbica para o fornecimento de energia para esse processo
(Bueding, 1950; Schiller et al., 1975). Sendo os ovos, os principais causadores dos danos a saude
gerados pela doenca, impedir a liberacdo de ovos também pode ser uma estratégia interessante no

combate a doenca (Saz, 1981).

Nesse contexto, a enzima fumarato hidratase do parasito Schistosoma mansoni (SmFH),
envolvida com processos aerdbicos de obten¢do de energia, surge como um possivel alvo
terapéutico na busca de ferramentas para o combate a Esquistossomose. A inibicdo desta enzima
podera afetar o balango redox mitocondrial deste organismo, através da inibicdo do ciclo do acido
tricarboxilico, além de afetar mecanismos de reparo do DNA, onde foi descrita a importancia dessa

enzima.

Segundo o banco de dados (www.genedb.org), a enzima fumarato hidratase (SmFH) é

codificada pelo gene Smp_158240. Nossa analise in silico revela que esta enzima pertence a classe Il
das fumarases, contém 495 aminodacidos, massa molecular de aproximadamente 54,6 kDa e pl
tedrico de 6,8. Embora as estruturas das FH da classe Il indicam alta similaridade estrutural entre os
membros desta classe (PDB 3N0O9, 3GTD, 3E04, 1YFE, 3E04, 1FUO), SmFH compartilha
aproximadamente 45% de identidade sequencial com as enzimas da mesma classe. Em particular,

SmFH compartilha 49% com a enzima humana. Estes estudos preliminares sugerem que embora o


http://www.genedb.org/
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arranjo 3D possa ser similar entre as enzimas de Schistosoma mansoni e humana, varias diferencgas
locais entre as enzimas, com base nas caracteristicas dos aminodcidos intrinsecas para cada
organismo, poderao ser exploradas no planejamento de ligantes na tentativa de validar SmFH como

alvo macromolecular.

E assim nosso interesse avaliar o potencial da enzima fumarato hidratase em Schistosoma
mansoni como alvo para o planejamento de farmacos antiesquistossomose. A longo prazo, a meta é
buscar inibidores especificos e seletivos contra a enzima do parasito e ensaios in vivo na presenca
desses ligantes para avaliar o potencial dessas moléculas no controle da progressao do parasita. Para
darmos inicio a esses estudos, nosso projeto tem como meta ndo somente a producdo heteréloga do
produto codificado pelo gene Smp 158240, como a detalhada caracterizacdo bioquimica e estrutural

da enzima de interesse.
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2. Objetivos

O objetivo do presente trabalho visa o desenvolvimento das etapas iniciais de caracterizacao
estrutural e funcional da enzima fumarato hidratase de Schistossoma mansoni, produto do gene
Smp_158240 (www.genedb.org). Para tais estudos, nossa proposta envolveu a obtencdo da enzima

SmFH na forma soluvel e em quantidade suficiente para a realizagao dos estudos propostos.
Assim, as etapas para a realizacao do projeto podem ser sumarizadas em:

- Clonagem do gene Smp_158240, predito como codificador da enzima fumarato hidratase de
Schistosoma mansoni (SmFH), utilizando um vetor que permite a expressdo heteréloga em E. coli da

enzima de forma soluvel e com bom rendimento.

-Purificacdao da SmFH

-Caracterizacao bioquimica e biofisica da SmFH, através da utilizacdo de ensaios de atividade

enzimatica, espalhamento dindmico de luz e dicroismo circular.

-Realizacdo de ensaios de cristalizagdo da enzima SmFH de forma a possibilitar posteriores estudos

estruturais.

-Predicdo da estrutura tridimensional da enzima SmFH através da utilizagdo de técnicas de

modelagem molecular por homologia e dinamica molecular
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3. Materiais e Métodos

3.1. Clonagem do gene Smp_158240 que codifica a enzima SmFH

Inicialmente, foram utilizadas duas estratégias de trabalho para a construcao do plasmideo a
ser utilizado na producdo recombinante da enzima fumarato hidratase de Schistosoma mansoni. A
primeira envolveu as tentativas de propagacdo do gene de interesse a partir da producdo do cDNA
de Schistosoma mansoni. Uma estratégia alternativa envolveu a constru¢cdo de um gene sintético

onde os cédons foram otimizados para permitir a expressao da proteina SmFH em E. coli.

3.1.1. Construgao do cDNA

A etapa de construcdo do cDNA foi realizada em parceria com nosso o colaborador,
pesquisador Humberto D’'muniz Pereira, do Grupo de Cristalografia de Proteinas do Instituto de Fisica
de S3o Carlos. Amostras de RNAm total extraido de vermes adultos machos de S. mansoni, foram
gentilmente fornecidas pelo Prof. Ricardo DeMarco do grupo de Biofisica Molecular do Instituto de

Fisica de S3o Carlos, e utilizadas como molde para a construgdo do cDNA de S. mansoni.

Para os experimentos de obteng¢do do cDNA, foi utilizado o kit SuperScript® Il First-Strand
Synthesis (Invitrogen). Inicialmente, foi montada uma reacgdo onde foram adicionados, 6 uL de
MRNA, 1 pL de Primer reverse (5 pmol/uL) e 1uL de tamp&o de anelamento, com um volume total
de 8 pL de reagdo. Para o anelamento do primer as fitas de RNA, incubou-se a rea¢do a 65°C por 5

minutos, sendo depois imediatamente transferida para o gelo por 5 minutos.

A amostra resultante da primeira reac¢do foi centrifugada e misturada a 10 pL do 2 X First-
Strand Reaction mix, e 2 pL do Super Script Ill/RNase out Enzyme mix (Invitrogen®), fornecendo um

volume total de 20 pL. Para a sintese do DNA através da utilizacdo da enzima Trasncriptase Reversa
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(Fermentas®), a reacdo foi incubada a 50°C por 50 minutos, seguida do aumento da temperatura
para 85°C por 5 minutos para a inativacdo a enzima. A amostra de cDNA de Schistosoma mansoni foi

armazenada a -20 °C.

3.1.2. Amplificacao do gene que Smp_158240

Inimeras foram as tentativas de amplificar o gene que codifica a enzima SmFH utilizando
amostra de cDNA como molde para a reacdo de PCR, conforme protocolo apresentado na tabela 1.
Os primers Foward: 5 -CTGGATCCATGTTAGAAACAGATTCACAACG-3’, e Reverse: 5'-
GTCTCGAGTCATTTGTTGTTGTGAGGAAAG-3’, foram desenhados baseado na sequéncia do gene
depositada no banco de dados com cddigo Smp_158240 (www.genedb.org) e de forma a permitir a

insercdo de sitios de restricdo para as enzimas Bam Hl e Xho .

Tabela 1: Reacdo de amplificacdo do gene Smp_158240 que codifica SmFH, a partir do cDNA.

Reacdo de amplificagdo Volume
Tampao [10x] 2 uL
MgCl, [25mM] 1L
dNTP [10mM] 0,5 pL
primer R e F (100pmol/uL) 2 uL
DNA molde (cDNA) 0,5 uL
Enzima tag DNA-pol recombinante (Fermentas) [50U/uL] 0,3 uL
Agua 13,7 pL
Total 20 pL

As reacbes de PCR foram realizadas num Controlador Termal Programavel (Eppendorf)
iniciado pela desnaturagdao das fitas de DNA a 96 °C por 3 minutos, seguida de 35 ciclos de

amplificagdo compostos por desnaturagado a 96 °C por 30 segundos, anelamento a 60 °C por 1 minuto
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e extensdo a 72 °C por 90 segundos. Por fim a reacdo é incubada a 72°C por 10 minutos para finalizar

a extensdo das fitas.

As amostras foram armazenadas a 4 °C Os resultados da reacdo de PCR foram monitorados

através de eletroforese em gel de agarose 1% corado com brometo de etideo.

Infelizmente, em nenhuma das condi¢des testadas foi possivel observar a presenga do gene
de interesse. Diante dos insucessos na amplificacdo a partir do cDNA, uma segunda alternativa
encontrada para a resolucdo do problema foi a solicitacdo de sintese quimica do gene que codifica a

SmFH.

3.1.3. Subclonagem do gene sintético que codifica a enzima SmFH

A sequéncia do gene Smp_158240 foi inicialmente submetida a uma otimizacdo de cédons
de forma a maximizar as chances de sucesso da expressdao em Escherichia coli, e sua sintese foi
solicitada a empresa Blue Heron®. O gene sintético se encontra fusionado ao vetor denominado pela
empresa por pUCminusMCS, que é um derivado do pUC119 (Clontech®). A construgdo final foi
denominada SmFH-pUCminusMCS. Para a expressdao da SmFH na forma recombinante foi necessario

realizar a subclonagem do gene em um vetor de expressao.

3.1.4. Subclonagem do gene que codifica a SmFH no vetor pET28a

A clonagem do gene de interesse foi realizada utilizando os vetores de expressdo da série pET
(Novagen®). Os vetores da série pET sdo plasmideos desenhados para permitir rapida producdo de
grandes quantidades da proteina de interesse. Estes plasmideos contém também varios elementos

importantes, como o gene lacl que codifica a proteina repressora lac, o promotor T7 que é
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altamente especifico para T7 RNA polimerase, um operador lac que serve para bloquear a
transcricdo, um gene que confere resisténcia a um antibidtico, por exemplo, kanamicina (Figura 13),
e um sitio multiplo de clonagem, onde o gene de interesse é inserido no vetor. Foram testados os
vetores pET28a, pET29a, pET32a e pET42a.

plink

lact)

P Figura 13. Esquema do vetor da
série pET. O plasmideo contém a
regido marcadora para
resisténcia a kanamicina (verde),
o gene lacl (azul), o promotor de
transcri¢do T7 (vermelho), a
regido do operador lac (celeste)
e a um sitio multiplo de
clonagem(pLink).

3.1.5. Digestao dos vetores de expressao e da constru¢ao SmFH-

pUCmMinusMCS

Amostras da constru¢ao SmFH-pUCminusMCS e os vetores de expressao pET28a, pET29a,
pET32a e pET42a foram submetidas a dupla digestdo pelas enzimas de restricdo Bam Hl e Xho | (NEB
®— New England Biolabs). As reagdes de dupla digestdo foram montadas conforme descrito na Tabela

2 e mantidas em banho a 37° C por 24 horas.
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Tabela 2: Quantidade de enzimas e de tampao utilizadas para a reacdo de digestdo do gene sintético
e dos vetores da série pET.

SmFH-pUCminusmCS Vetor de expressao
DNA 20uL (~2 pg) 15 pL (~2 pg)
Bam HI-HF 1,5 uL (1,5 unidades) 1,5 uL (1,5 unidades)
Xho | 1,5 pL (1,5 unidades) 1,5 puL (1,5 unidades)
Buffer n24 10X NEB® 5puL 5puL
BSA 100X 0,5 pL 0,5 pL
H,O 21,5 26,5 pL
TOTAL 50 pL 50 pL

Foram realizados varios experimentos na tentativa de subclonar o fragmento de interesse
em algum dos diferentes vetores da série pET utilizados. Sem sucesso, optamos por utilizar amostras
de pET28a contendo um fragmento de aproximadamente 1 kb inserido no sitio multiplo de
clonagem, facilitando o monitoramento da digestdo do vetor e aumentando as chances de sucesso

da reacao de ligacdo.

A digestdo foi analisada em gel de agarose 1% (m/v), e a banda de interesse foi excisada do
gel e o DNA foi purificado utilizando o QlAquick Gel Extraction Kit (Qiagen), de acordo com as
especificagdes do fabricante. A quantidade de DNA obtida apds a purificagdo foi estimada
comparando-se as intensidades das bandas obtidas com as do padrdao de massa molecular 1kb DNA

ladder (Biolabs).

3.1.6. Reagao de ligacao do vetor pET28a ao gene Smp_158240

Para maximizar as chances de sucesso do experimento de ligacdo, foram montadas diversas
reacoes, onde diferentes quantidades e proporgdes entre o inserto (gene digerido) e vetor foram
testadas. As ligacbes foram feitas utilizando a enzima T, DNA ligase (Invitrogen ®) a

aproximadamente 16 °C por 16 horas conforme detalhada na Tabela 3.
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Tabela 3: Quantidades de vetor, inserto e ligase utilizados nas rea¢Ges de ligagdo do inserto ao vetor
de expressdo pET28a.

Reacdol Reacdo2 Reacdo3 Reacdao4 Reagao5 Reacdob

pET28a 30ng 30ng 30ng 60ng 30ng 30ng
Inserto 16 ng 40ng 40ng 80ng 56ng 80ng
T, DNA Ligase 1puL lul 2ul 1ul 1uL 1uL
Tampao 5x T, 4 L 4 L 4 L 4 L 4 L 4 L
Total 20 pL 20 pL 20 pL 20 uL 20 uL 20 pL

3.1.7. Preparacao das bactérias Escherichia coli DH5a e BL21(DE3)
competentes

A preparagdo de bactérias competentes para receberem o material da ligacdo foi feita de
acordo com o protocolo proposto por Ausubel et al. (1995), com algumas alteracGes. Para a
preparacdo do pré-indculo, 5 mL de meio LB (Luria Bertani) (USB®) foram inoculados com amostras
de glicerol estoque de cada cepa, as mesmas foram incubadas a 372C sob agitagdo de 225 rpm
durante 16h. Em seguida, o indculo foi preparado através da adicdao de 1 mL da solugdo do pré-
inéculo em 100 mL de meio LB e novamente incubados a 372C sob agitacdo de 225 rpm até que o
material atingisse uma densidade 6tica a 600 nm (DOgq) de aproximadamente 0,3. Neste momento,
a cultura foi distribuida em dois tubos de polipropileno de 50 mL estéreis previamente resfriados em
banho de gelo e mantida em repouso no gelo por 10 minutos. O material foi centrifugado a 1.600 g
por 7 minutos a 42C. O sobrenadante foi descartado, as bactérias gentilmente homogeneizadas em
10 mL de uma solucgdo gelada de CaCl, (HEPES 10mM, CaCl, 60mM, glicerol 15% (v/v) pH 7,0) e a
suspensado foi novamente centrifugada a 1.100 g por 5 minutos a 42C. O sobrenadante foi descartado
e o precipitado novamente ressuspendido em 10 mL da solugdo gelada de CaCl,, mantido no gelo por
30 minutos e centrifugado a 1.100 g por 5 minutos a 42C. Por fim, o sobrenadante foi descartado e as

células foram ressuspendidas em 2 mL da solu¢do gelada de CaCl,, aliquotadas em volumes de 0,1 mL
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e armazenadas a -70 2C. Todas as etapas foram realizadas em ambiente estéril e em banho de gelo

(Ausubel, 1995).

3.1.8. Transformacgao das cepas de Escherichia coli competentes com o
material das ligacOes

A transformacdo das células competentes de Escherichia coli DH5-o. foi realizada por choque
térmico, com base no protocolo descrito por Sambrook et al., 1989. As bactérias foram retiradas do
freezer a —=702C e deixadas em repouso no gelo por 15 minutos para descongelar. Um volume de 50
uL das bactérias foi adicionado a 7 uL da reagdo de ligagdo, sem agitagdo. A mistura foi incubada no
gelo por 30 minutos, seguida do choque térmico a 422C por 2 minutos. Apds este tempo, as bactérias
foram colocadas em gelo novamente por 5 minutos e 270 pL de meio LB foi adicionado. A suspensdo
de bactérias foi agitada horizontalmente a 190 rpm por 1 hora a 372C. As células foram semeadas em
meio LB sdlido (bactotriptona 10g, extrato de levedura 5g, NaCl 10g, Agar 17g e 950mL H,0, para 1L
de solugdo) contendo os antibidticos adequados para a selegdo das bactérias transformadas
(ampicilina 50 pug/mL ou kanamicina 30ug/mL). Apds a semeadura, as placas foram incubadas por 12
horas a 372C e as col6nias que cresceram foram isoladas para analisar a presenca do plasmideo
contendo nosso inserto de interesse. Todas as etapas foram realizadas em ambiente estéril.

(Sambrook e Russel, 1989)

Para aumentar as possibilidades de obteng¢do dos clones positivos e de sucesso de expressdo
os protocolos de prepara¢do de bactérias competentes e transforma¢dao do material das ligacGes
foram realizados utilizando dez diferentes cepas de Escherichia coli: DH5a (Invitrogen®), BL21(DE3)
(Novagen®), DH10B (Invitrogen®), BL21(DE3)-plysS (Novagen®), BL21-Al (Invitrogen®), Rosetta
(Novagen®), Rosetta-pLys (Novagen®), BL21 CodonPlus (Stratagene®), C41(DE3) (Lucigen®), C43(DE3)

(Lucigen®).
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3.1.9. Analise da presenca e isolamento do plasmideo recombinante SmFH-
pPET28a

Para analisar a presenga dos plasmideos contendo nosso inserto de interesse, algumas
colénias foram submetidas a técnica de PCR de col6nia. A técnica de PCR de col6nia consiste na
realizacdo de uma reacdo de PCR utilizando uma colénia como molde para a amplificacdo do gene.
Para isto, as colonias isoladas sdo individualmente “pescadas” com o auxilio de uma ponteira
(previamente autoclavada) e mergulhadas na solucdo de reacdo de PCR. Em seguida, estas mesmas
colonias sdo utilizadas para inocular meio LB adicionado de antibidtico apropriado e mantido sob

agitacdo de 225 rpm por 12 horas a 37°C. Todas as etapas foram realizadas em ambiente estéril.

As reacoes de PCR foram montadas contendo: tampao da Tag DNA Polymerase com KCI 1X
(Fermentas), DNTP mix 0,2 mM (Invitrogen), 0,4 uM de cada oligonucleotideo, MgCl, 2 mM
(Fermentas), 1 unidade de Tag DNA Polymerase (Fermentas), em um volume final de 10 BlL. O ciclo
da reacdo de PCR se inicia com a desnaturacdo do DNA incubando-se a reacdo a 94°C por 2 minutos,
seguida por 30 ciclos: 94°C por 30 segundos para desnaturacdo, 30 segundos a 60 para anelamento
dos primers e seguidos pela incubacdo da rea¢do a 68°C por 1minuto e 30 segundos para a etapa de
extensdo. O ensaio termina através da incubag¢do a 68°C por 10 minutos para que a extensdo das fitas
termine.

Para checarmos a presenca do gene de interesse nas colonias obtidas, foram realizados
experimentos de PCR utilizando a diferentes colénias como molde.

Para os experimentos de PCR utilizando as col6nias como molde foram utilizados primers
que se anelam ao vetor pET28a: pET28a-ext-foward: 3’-AGATCTCGATCCCGCGAAATTAATAC-5 e
pET28a-ext-reverse: 5'-AAAGCCGGCGAACGTGGC-3'. Nesta estratégia, os primers amplificam um
fragmento do vetor no tamanho de 551 pb, onde esta o inserido sitio multiplo de clonagem. Assim,
quando o gene de interesse se encontra inserido no sitio multiplo de clonagem, o fragmento

amplificado tem o tamanho de 2017 pb, referente a 1488 pb do gene e 517 pb do vetor (Figura 14).
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Figura 14. Esquema representando os fragmentos amplificados nas rea¢des de PCR utilizando primers que se

anelam ao vetor pET28a. Quando o gene de interesse estd ausente, o fragmento amplificado possui 551 pb,

quando o gene da SmFH se encontra inserido no vetor, entre os sitios de Bam HI e Xho | o fragmento

amplificado possui 2017 pb.

O produto de PCR foi analisado em gel de agarose 1%. A corrida eletroforética foi processada

em uma cuba contendo tampao TAE, sob uma tensdo de 90 V, durante 60 minutos. Os géis foram

visualizados sob luz ultravioleta. O DNA foi extraido das bactérias que possuiam o clone positivo

através miniprep e a construgdo foi submetido a sequenciamento do DNA.

As colbnias selecionadas foram utilizadas para preparar estoque em glicerol estéril (8% (v/v))

e armazenadas a -70°C. Os plasmideos recombinantes foram purificados com o QlAprep Spin

Miniprep Kit (Qiagen), de acordo com as especificacbes do fabricante,

e quantificados

espectrofotometricamente em comprimento de onda de 260 nm. Para os experimentos de

expressdo, o DNA foi transformado em células Escherichia coli BL21(DE3).
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3.1.10. Subclonagem do gene que codifica a SmFH no vetor pET28sumo

Como estratégia na tentativa de minimizar possiveis problemas de estabilidade, auséncia de
atividade enzimatica e dificuldades de cristalizacdo, numa etapa mais avancada do trabalho,optamos
por realizar a subclonagem do gene que codifica a enzima de interesse no vetor pET28sumo,
gentilmente cedido pelo pesquisador Dr. Andre Luis Berteli Ambrosio do Laboratério Nacional de

Biociéncias (LNBio, Campinas).

Para facilitar o monitoramento da digestdo do vetor e evitar religamento do mesmo,
optamos pela mesma estratégia utilizada no processo de clonagem em pET28a. Sendo assim,
utilizamos uma amostra do pET28sumo que possuia um fragmento de DNA de aproximadamente
1200 pB inserido no sitio multiplo de clonagem. Para essa subclonagem, a constru¢ao SmFH-pET28a,
bem como a amostra do vetor foi propagada na cepa DH5a de Escherichia coli e foi realizada uma

miniprep para extracdo do DNA das células. Em seguida, tanto a constru¢do SmFH-pET28a quanto

vetor foram submetidos a reacdo de digestdo pelas enzima de restricdo Bam Hl e Xho | (NEB — New
England Biolabs®). As rea¢des de dupla digestdo foram montadas conforme descrito na Tabela 4,
onde se utilizou 2 ug de DNA final, tanto para vetor, quanto para inserto, e mantidas em banho a 37°

C por 24 horas.
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Tabela 4: Quantidade de enzimas e de tampdo utilizadas para a reacdo de digestdo do inserto e do

vetor pET28sumo.

SmFH-pET28a

pET28sumo-fragmento

DNA 25 ulL (~2 pg)
Bam HI-HF 1,5 uL (1,5 unidades)
Xho | 1,5 uL (1,5 unidades)

Buffer n24 10X NEB® 5 L

BSA 100X 0,5 pL
H,0 16,5 pL
TOTAL 50 pL

20 pl (~2 pg)

1,5 uL (1,5 unidades)
1,5 uL (1,5 unidades)
5ulL

0,5 pL

21,5 L

50 pL

Foram realizadas 3 reacdes de digestdo, tanto para vetor, quanto para inserto, e o material

foi purificaddo e concentrado para que se obtivesse quantidade satisfatoria de DNA para as reagdes

de ligacdo. Em seguida, para a ligacdo foram preparadas duas reac¢des, conforme detalhado na

Tabela 5, utilizando a proporgao de aproximadamente 1:2 e 1:5 de moléculas de vetor para inserto.

Tabela 5: Quantidades de vetor, inserto e ligase utilizados nas rea¢des de liga¢do do inserto ao vetor

pET28sumo.

Reagdol Reagdo?2
pET28sumo 30ng 30ng
Inserto 16 ng 40ng
T, DNA Ligase 1pul lpl
Tampao 5x T, 4 uL 4 uL
Total 20 pL 20 pL
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Células de DH5a de Escherichia coli foram transformadas com o produto das ligaces e para

os experimentos de PCR utilizando as col6nias como molde foram utilizados os primers pET28a-ext-

foward e pET28a-ext-reverse, que também se anelam ao vetor pETsumo. Nesta reacdo, os primers

amplificam um fragmento do vetor no tamanho de aproximadamente 900 pb, onde esta o inserido

sitio multiplo de clonagem. Assim, quando o gene de interesse se encontra inserido no sitio multiplo

de clonagem, o fragmento amplificado tera o tamanho de aproximadamente 2400 pb, referente a
1488 pb do gene e cerca de 900 pb do vetor.

As bactérias que continham o fragmento de interesse foram utilizadas para a propagacao da

construcdo SmFH-pET28sumo, extraida por miniprep e em seguida o DNA foi transformado em

bactérias BL21(DE3) para os experimentos de expressao.

3.2. Expressao heterdloga da SmFH

Para facilitar o entendimento, a proteina expressa pela construcdo SmFH-pET28a foi
denominada pSmFH, enquanto a proteina expressa pela constru¢cdo SmFH-pETsumo foi denominada

sSmFH.

Os ensaios de expressao foram realizados em E. coli BL21(DE3). Para a obtenc¢do da proteina
de interesse na forma soluvel e com rendimento satisfatério para os experimentos de purificacdo e
posteriores estudos funcionais, foram realizados ensaios de expressdo para a otimizacdo das
condi¢cdes de concentracdao do agente indutor IPTG, temperatura e tempo de expressao. Todas as

etapas de expressdo da enzima de interesse foram realizadas em ambiente estéril.
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3.2.1. Ensaios iniciais de expressao da constru¢ao SmFH-pET28a

Ensaios iniciais de expressdo da construcdo SmFH-pET28a foram realizados variando as
concentragdes de IPTG (5 uM, 50 uM, 500 uM e 1mM) e o tempo de indugdo (2h, 4h, 6h e 24h). Os
experimentos de induc3o foram realizados a 18 e 37°C. Para cada construcio, foi utilizado como pré-
indculo 5 mL de meio LB contendo antibidtico apropriado, 30 pug/mL de kanamicina, inoculados com
amostras de estoque em glicerol e incubados a 37°C sob agitacdo de 225 rpm por 16 horas. O pré-
indculo foi diluido na proporgdo de 1:100 em 100 mL de meio LB com 30 pg/mL de kanamicina,
incubado a 37°C sob agitacdo de 225 rpm até atingir uma DOgy entre 0,5 a 0,6. Neste ponto, a
cultura foi dividida em 25 volumes de 4 mL, sendo 4 deles usados como controle (sem adicdo de
IPTG), 4 foram induzidos com 5 uM, 4 foram induzidos com 50 uM, 4 foram induzidos com 500 e 4
foram induzidos com 1 uM de IPTG. A cultura foi incubada a 25°C sob agitagcdo de 225 rpm e nos
tempos de 2h, 4h, 6h e 24h foi retirada uma amostra de cada concentracdo. As amostras foram
centrifugadas a 15.700 g por 15 minutos a 4°C, o precipitado com as bactérias foi guardado no

freezer (-20°C) e o sobrenadante descartado.

As células foram ressuspendidas em 300 pL de tampdo Tris50 mM, pH 8,5, NaCl 300 mM,
sonicadas 8 vezes de 15 segundos, com intervalos de 30 segundos, e centrifugadas a 16.000 g por 15
minutos a 4°C. Os precipitados e sobrenadantes obtidos foram separados e analisados por gel de

eletroforese SDS-PAGE 14% para verificar o rendimento e a solubilidade da proteina.

3.2.2. Ensaios de expressao em larga escala da constru¢ao SmFH-pET28a

Ensaios de expressdo em larga escala para a constru¢cdo SmFH-pET28a foram realizados a 18°
C, com indugdo de 500uL de IPTG por 24 horas. Estas foram as condi¢des onde melhor se identificou

expressao da proteina de interesse, maximizando assim o rendimento.
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A expressao foi feita utilizando como pré-inéculo 10 mL de meio LB contendo antibiético
apropriado, kanamicina 50 pug/mL, e mantidos sob agitacdo de 190 rpm por 16 horas a 37°C. O pré-
inéculo foi diluido 1:100 em 1 L de meio LB contendo antibidtico e incubado a 37 °C sob agitacdo de
190 rpm até atingir DOgy entre 0,5 e 0,6. Neste momento, a expressdo da proteina foi induzida com
0,5 mM de IPTG e mantida sob agitacdo de 225 rpm por 6h a 25°C. Apds 24 horas de inducdo, a
solucdo do indculo foi centrifugada a 6.800 g por 10 minutos a 4 2C. As células foram armazenadas

no freezer (-20 °C) e o sobrenadante descartado.

Os experimentos de expressdo em larga escala da construgdo SmFH-pET28sumo foram

realizados seguindo o protocolo otimizado para a construcao anterior, SmFH-pET28a.

Além da expressdo em meio LB, cuja composicdo é 10 g/L de triptona, 5 g/L de extrato de
levedura e 10 g/L de cloreto de sédio, também foi utilizado o meio rico Tartoff - Hobbs Broth (Terrific
Broth), cuja composicdo é 12 g/L de hidrolisado enzimatico de caseina, 24 g/L de extrato de levedura,
2,2 g/L fosfato de potdssio monobasico e 9,4 g/L de fosfato de potéassio dibasico, onde o pH final a
25°C é aproximadamente 7,2+0,2. Também foi testada a expressdo da enzima em presenca de 2 mM

de cisteina, 0,2 mg/mL de sulfato ferroso e 0,2mg/mL citrato férrico.

A protease ULP1 utilizada para remover a fusdo da sSmFH clonada no vetor pET-28sumo
também foi expressa em nosso laboratério. A condicdes de expressdo da enzima ULP1,
coincidentemente, sdo as mesmas otimizadas para pSmFH, exceto a concentragdo final do agente
indutor, IPTG, a qual, para a protease ULP1, foi 300 pM. A construgcdo com o gene que codifica para

ULP1 em pET-28a nos foi gentilmente cedida pelo pesquisador André Luis Berteli Ambrosio.
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3.3. Purificagao da SmFH

3.3.1. Purificacao da pSmFH

A clonagem utilizando o vetor de expressdao pET28a fornece a proteina em fusdo com uma
cauda que contém 6 histidinas na regido N-terminal. Explorando essa propriedade, a purificacao foi
padronizada através da utilizacdo de uma coluna de cromatografia por afinidade. A cauda de
histidina fusionada a enzima SmFH interage com o niquel da resina Ni-NTA (acido nitrilotriacético

agarose) (Qiagen) (Figura 15) e permite a purificacdo da proteina de interesse(Knecht et al., 2009).

N C——CH, /
dH—-cH = v 2 z
S -
NH Neod N . I Z
I, O O NH O, Z
/ NS, e Sod, Sof, ol ool
0=C PR 7
N’ H “Os, ?
da ¢
CH— CH, // o = | %
[ : ’
ilH
R

Figura 15. Interacdo entre a cauda de histidina da enzima e o Ni** da resina Ni-NTA Agarose.

Com o objetivo de minimizar efeitos de degredacdo da proteina todas as etapas de

purificacdo foram realizadas a baixa temperatura.

As células provenientes do ensaio de expressdo da construgdo SmFH-pET28a obtidas a partir
de 0,5 L de cultura foram ressuspendidas em 15 mL de tampdo de lise (Tris 50 mM, pH 8,5, NaCl 300
mM, PMSF 1 mM), divididas em duas partes iguais e sonicadas 10 vezes de 30 segundos, com

intervalos de 30 segundos, e centrifugadas a 16000 g por 15 minutos a 4°C.

O sobrenadante (extrato bruto) obtido foi carregado em uma coluna de polipropileno Poly-

Prep 0,8 x 4 cm (Bio-Rad) empacotada com 2 mL de resina Ni-NTA (Qiagen) previamente equilibrada
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com o tampao de ligacdo (Tris 50 mM, NaCl 300 mM, pH 8,5). Para a remoc¢do de contaminantes que
eventualmente interajam com a resina de forma menos especifica, a mesma foi lavada com soluc¢des
contendo um gradiente crescente de imidazol (0 a 50 mM imidazol). A lavagem foi monitorada pela
leitura da absorbancia a 280 nm, e foi realizada até que a leitura se aproximasse de zero, um
indicativo de que todas as proteinas que eluem com uma concentracao especifica de imidazol sao
removidas (Figura 16). A elui¢do da enzima pSmFH foi feita com 100 e 250 mM de imidazol (Tris 50

mM, NaCl 300 mM, imidazol 100 e 250 mM, pH 8,5).
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Figura 16. Esquema geral da purificagdo de LmFH-1 por cromatografia de afinidade. Figura cedida gentilmente
pelo Dr. Matheus Pinto Pinheiro, ex-aluno do Laboratério de Cristalografia de Proteinas da FCFRP-USP.



40

O grau de pureza da enzima foi monitorado por eletroforese em gel de poliacrilamida 14% na
presenca do detergente dodecil sulfato de sddio (SDS-PAGE). A eletroforese na presenca de SDS
separa as proteinas quase exclusivamente com base em sua massa molecular. O SDS ligado a
proteina contribui com uma grande carga liquida negativa e as proteinas migram para o interior do
gel quando é aplicado campo elétrico. As proteinas menores tem maior mobilidade no gel do que as
proteinas maiores, portanto, serdo encontradas mais proximas da extremidade inferior, onde se
localiza o pdlo positivo (Nelson e Cox, 2008). A revelacdo do gel foi efetuada com o corante azul de
coomassie brilhante blue R250 (Vetec). As eluicdes foram concentradas usando o concentrador

Ultrafree — 100 kDa (Millipore) a 3.500 g e a 4°C.

3.3.2. Purificagdao da sSmFH

A construgao do gene em vetor pET-SUMO, permite a expressdo da proteina fumarato
hidratase em fusdo com a proteina SUMO (Smt3) de Saccharomyces cerevisae (cédigo de acesso
NCBI: AAB01675.1), formada por 101 aminoacidos e de massa molecular estimada de 11,6 kDa
(ca.expasy.org/tools/protparam.html). Além disso, a cauda expressa também contém, na
extremidade N-terminal, seis residuos de histidina. Nessa construcdo a cauda apresenta um tamanho
total de aproximadamente 15,2 kDa, esta ligada a proteina de interesse por um sitio de clivagem , o
motivo Gly-Gly-X, presente na extremidade C-terminal da proteina SUMO, que é reconhecido pela
cisteino-protease Ubiquitin Like Protein 1 (ULP1) , possibilitando a remocdo da cauda através da
digestdao (Figura 17). A clivagem da construcdao deixa apenas o peptideo Ala-Thr-Tyr ligado a

extremidade N-terminal das proteinas de interesse (Mossessova e Lima, 2000).
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Cauda de |
histidina

Figura 17. Esquema da proteina sSmFH em fusdo com a cauda proveniente da expressdo no vetor pET-SUMO. A seta
vermelha indica onde ocorre a clivagem feita pela protease ULP1, sitio que possui a sequéncia Ala-Thr-Tyr.

A purificagdo da enzima sSmFH também foi realizada com base na afinidade da cauda de
histidina pelo niquel da resina Ni-NTA. Para a proteina sSmFH, as etapas de lise celular, carregamento

da coluna com extrato bruto e lavagem da coluna foram as mesmas descritas para pSmFH.

Para realizar a clivagem da cauda, apds a lavagem de com 50 mM de imidazol, aplica-se
novamente o tampdo de ligacdo, o qual ndo contém imidazol, e em seguida, 200 pg da protease
ULP1 s3o colocadas na coluna, que é mantida sob leve agitacdo por um periodo de 16 horas a 6 °C.
Apds a clivagem da cauda pela protease ULP1, a proteina de interesse, agora livre da cauda de
histidina e da SUMO, é eluida da coluna em tampdo OmM e 25 mM, pois continua interagindo
fracamente de forma inespecifica com a resina. Por fim, a cauda e a protease ULP1, que interagem
mais fortemente, pois possuem a cauda 6xHis, sdo eluidas da coluna com tampao contendo 500 mM
de imidazol. A protease ULP1, utilizada neste experimento também foi purificada através de

cromatografia por afinidade em resina de niquel.

O grau de pureza da proteina sSmFH foi monitorado através de SDS-PAGE 14%.

3.4. Dosagem da proteina SmFH

A estimativa da concentracdo da enzima pSmFH foi realizada através da Lei de Lambert-Beer,
utilizando o coeficiente de extingdo molar tedrico a 280 nm (£=26,9 mM™cm™) calculado pelo

programa ProtParam (www.expasy.ch/tools/protparam.html). Este coeficiente é calculado a partir do
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conteudo dos aminoacidos triptofano, tirosina e fenilalanina, pois devido a presenca de grupamentos
aromaticos em suas estruturas, eles sdo responsaveis pelas propriedades de absorg¢do das proteinas

no comprimento de onda de 280 nm (Nelson e Cox, 2008).

A lei de Lambert-Beer demonstra que a relagdo entre a intensidade da luz incidente, |y, € a
intensidade da luz transmitida, I, por um meio transparente de espessura b e concentracdo c é dada

por:

A=logly/l=¢€.b.c

onde ¢ é o coeficiente de proporcionalidade denominado coeficiente de extingdo, o qual varia com o
comprimento de onda e é caracteristico da espécie absorvente e o solvente empregado; A é a

absorbancia da solugao.

3.5. Cromatografia por Filtracao em gel

Para analisar o estado de oligomerizacdo da amostra da pSmFH foi realizada cromatografia
por filtracdo em gel em um sistema de cromatografia AKTA prime (GE Lifescience), controlado pelo
software UNICORN 5.20. O aparelho conta um sistema de leitura espectrofotométrico na regido do

ultravioleta (280 nm) que permite monitorar em quais volumes as moléculas eluem da resina.

A cromatografia por filtracdo em gel separa moléculas com base nas diferengas em seus
tamanhos quando através da utilizagdo de uma resina empacotada em uma coluna. A resina é
constituida de uma matriz porosa formada por particulas esféricas que apresentam baixa reatividade
e pouca capacidade adsortiva. Para proceder com a filtracdo em gel, a resina é equilibrada com um
tampado que preenche tanto os poros da matriz como o espago entre as particulas. Esse processo
cromatografico é isocratico, ou seja, ndo ha alteracdo na composicdo do tampdo durante a

separacdo. Apods o equilibrio ser estabelecido, a amostra, contendo moléculas de diferentes
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tamanhos, é aplicada na coluna sob um fluxo constante. A medida que a amostra passa pelas esferas
porosas, as moléculas de menor tamanho difundem para dentro dos poros enquanto as de maior
tamanho passam sem serem desviadas. Dado um fluxo constante, quanto maior a molécula menor
sera o comprimento da sua trajetdria pela matriz da resina e, portanto, mais rapidamente ela passara
por todo o comprimento da coluna. Assim, moléculas maiores eluem primeiramente em relacdo as

menores possibilitando a separagdo (Figura 18).
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penetram nos poros
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Figura 18. A figura esquematiza o processo pelo qual particulas menores ficam retidas nos poros da resina enquanto
as maiores passam diretamente. A diferenca na trajetdria percorrida entre particulas de tamanhos diferentes
promove a separagdo entre elas. Figura adaptada de (Stryer, Berg e Tymoczko, 2012).

Para a cromatografia por exclusdo molecular foi utilizada uma coluna Superdex 200 (10/300)
(GE’), a qual foi previamente calibrada utilizando marcadores moleculares de tamanhos conhecidos:
aprotinina (6,5 kDa), ribonuclease (13,7 kDa), anidrase (29 kDa), ovalbumina (43 kDa), conalbumina
(75 kDa), aldolase (158 kDa), ferritina (440 kDa). A corrida foi realizada com um fluxo de 0,75mL/min,

com um tampado de corrida (Tris 50 mM pH8,15, KCl 150 mM e 0,01% de Triton). Meio mL de cada
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padrdo a aproximadamente 1 mg/mL foi aplicado isoladamente. Através da curva de calibragdo, foi

entdo possivel estimar a massa molecular da pSmFH, a partir do volume de eluicdo da mesma.

A partir do perfil cromatografico, obtendo-se o volume de eluicdo, foi possivel estimar a

massa molecular da pSmFH ,utilizando curva de calibracao.

3.6. Espalhamento dinamico de luz

Além da filtracdo em gel, medidas de espalhamento dindmico de luz (DLS) colaboraram para
uma melhor compreensado do tamanho de particula, massa molecular, homogeneidade da amostra e
possiveis agregacOes feitas pela enzima pSmFH, fornecendo importantes informacdo para os

experimentos de cristalizagao.

Para os experimentos de espalhamento dindmico de luz, as amostras continham proteina a
na concentracdo de aproximadamente 1 mg/mL. Foram testados diferentes tampdes e diferentes
pHs: acetato de sédio 50 mM pH 4 e pH 5; cacodilato de sédio 50 mM pH6; MES pH 6,5; fosfato de
sodio 50 mM pH 7,5; tris 50 mM pH7,5, pH 8 e pH 8,5; e glicina pH 9 e pH 10; todos contendo NaCl
150 mM. Também foram testados diferentes sais: KCl 150mM e NaCl 150mM e 1M; e a presenca dos
aditivos 10% glicerol, 5% tacsimato. O aditivo tacsimato é uma solugdo composta por uma mistura de
sais organicos. Essa solucdo foi desenvolvida pela Hampton Research Corporation como extensdo do
trabalho original do Prof. Alexandre McPherson, no qual ele descreve um conjunto de sais que

favorecem a cristalizagcdo de proteinas em geral (Mcpherson, 2001).

Para a realizagdo de tais experimentos, foram utilizados os equipamentos Zetasizer pV

(Malvern Instruments), gentilmente cedido pelo Prof. Dr. Marcos Vicente de Albuquerque Salles
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Navarro, do Laboratério de Biofisica Molecular do Instituto de Fisica de Sao Carlos; e Zetasizer nano
(Malvern Instruments), gentilmente cedido pela Prof. Dr.Renata Fonseca Vianna Lopez, da Faculdade

de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto.

3.7. Ensaios de atividade

Os ensaios de atividade enzimatica foram realizados com a proteina oriunda da construcdo
em pET28a e em pET28sumo. Amostras de proteina purificada na forma integra e previamente
digerida com trombina, para a remocao da cauda do pET28a, e consequentemente avaliacdo de uma

possivel interferéncia da extensdo N-terminal, foram testadas.

O experimento foi realizado a 25 C em espectrofotdmetro Hitachi U-2800. A atividade da
proteina é monitorada através da um ensaio que mede a formagdo ou o consumo de fumarato a

250nM (Erumarato = 1.45 mM ™ .cm™) .

Com o objetivo de investigar a atividade da amostra de SmFH obtida da purificacdo, foram
variados diversos parametros do ensaio, como a concentracdo enzima (25 pg/uL a 400ug/pL), a
concentracdo dos substratos (5-50 mM S-malate, 1-25mM fumarato) e o pH do tamp3ao de atividade
(acetato de s6dio 50 mM pH 4 e pH 5; cacodilato de sédio 50 mM pH 6; MES pH 6,5; fosfato de sddio
50 mM pH 7,5; Tris 50 mM pH 7,5, pH 8 e pH 8,5; e Glicina pH 9 e pH 10; todos contendo NaCl 150

mM).
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3.8. Dicroismo circular

As medidas do conteudo de estrutura secundaria da enzima pSmFH foram realizadas no
espectropolarimetro Jasco 810, cedido pelo Prof. Dr. Richard John Ward do Departamento de
Quimica da Faculdade de Filosofia, Ciéncias e Letras de Ribeirdo Preto. O experimento foi realizado
em tampado Tris pH 8,5. Foi feita uma medida utilizando-se cubeta de quartzo de caminho éptico de 1

cm, com 0,03 mg/mL de proteina a 25 °C.

Foram também realizados ensaios de estabilidade térmica com 0,15 mg/mL de proteina, nos
tampdes acetato de sédio pH 5,5, MES pH 6,5 , fosfato de sédio pH 7,5 e tris pH 8,5 com uma cubeta
de quartzo retangular com caminho ético de 1 cm, variando a temperatura do experimento de 20 a

55 °C, com intervalos de 5 °C.

As medidas foram realizadas na regido do ultravioleta distante (200 — 250 nm) com
sensibilidade igual a 100 miliGraus, velocidade de varredura de 100 nm.min’, largura da banda de 1
nm e tempo de resposta de 0,5 segundo. O espectro final é resultado da média de 8 varreduras. O
espectro de CD em um dado comprimento de onda foi convertido para elipticidade molar média por
residuo, de acordo com a equacdo: [0];= (0, Mg)/(10 | c), onde 6, é a elipticidade observada em
miligraus, My é a massa média por residuo (Mg = 110), c é a concentragdo de proteina (mg/mL), e | é

o caminho éptico (cm).

Para a determinagdo do conteldo de estrutura secundaria, a desconvolugdo do espectro de
CD da pSmFH foi realizada utilizando o pacote CDPro (http://lamar.colostate.edu/~sreeram/CDPro/),

que contém o programa SELCONS3 (Sreerama e Woody, 2000).
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3.9. Cristalizagao da enzima SmFH

A cristalizagao da proteina SmFH tem como objetivo o estudo estrutural através da utilizagao
de métodos de difracdo de raios-X em monocristais. Para os experimentos de cristalizacdo da enzima

foi utilizada a técnica de difusao de vapor.

Nos experimentos de cristalizacdo, utilizou-se 500 pL das solucdes de cristalizacdo no
reservatorio. As gotas consistiam de 2 ulL da solucao do reservatdrio e 2 pL de proteina resultando
em um volume total da gota de 4 uL. As gotas foram monitoradas através de visualizacdo em
microscopio éptico. Os ensaios foram feitos em condigdes diversas variando se a concentragdo de
proteina de 3,5 a 10 mg/mL. Visando encontrar uma condicdo em que a proteina estivesse mais
estavel, também foram realizados ensaios onde foi testada a presenca de 10% de glicerol, 0,1% de
detergente Triton, 1 mM de DTT e 5mM de malato na solucdo da proteina.

Foram testadas inicialmente 98 condi¢Ges disponiveis nos kits de cristalizagdo Crystal Screen
e Crystal Screen 2 (Hampton Research), 96 condicBes dos kits Peg/lon Screen e Peg/lon Screen 2
(Hampton Research), 48 condig¢Ges do kit MembFac (Hampton Research) e 48 condigdes do kit NeXtal
Stock Kit Buffer (Qiagen). Estes kits foram testados nas temperaturas de 21 °C e 4 °C. Estas solugdes
utilizam o método de matriz esparsa e sao baseadas em solugdes de cristalizagdao conhecidas para
macromoléculas bioldgicas. Neste experimento sdo testados um grande intervalo de pH, sais,
precipitantes e aditivos (Jancarik e Kim, 1991). Também foi testada a adicdo de 5% da solugdo
Tacsimato em todas as condi¢Bes dos kits Crystal Screen, Crystal Screen 2, Peg/lon Screen, Peg/lon
Screen 2 e MembFac (Hampton Research).

Além disso, em colaboracdo com o pesquisador Dr. Humberto D’Muniz Pereira, do Grupo de
Cristalografia, do Instituto de Fisica de Sdo Carlos foram realizados experimentos no rob6 de
cristalizacdo, onde foram testadas mais de 400 condicbes, entre elas o kit Morpheus, que tém

demonstrado bons resultados na cristalizacdo de proteinas (Gorrec, 2009).
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3.10. Modelagem molecular da enzima SmFH

Diante da dificuldade na cristalizacao e problemas na deteccao de atividade da enzima SmFH,
para predicdo da estrutura tercidria da enzima de interesse e mapeamento das bases estruturais que
pudessem justificar a atividade fumardsica reduzida, optamos pela estratégia de modelagem
molecular por homologia. O principio deste método baseia-se no fato de que proteinas que
compartilham alta identidade sequencial e mesma fungdo bioldgica devem apresentar alta
similaridade estrutural. (Sali e Blundell, 1993). A técnica fundamenta-se na constru¢cdo de modelos
tridimensionais baseados em estruturas similares de proteinas homdlogas ja resolvidas
experimentalmente, no caso utilizando modelos com elevada similaridade sequencial compartilhada
pelas fumarato hidratases da classe Il

Inicialmente, foi avaliada a qualidade das estruturas das enzimas da classe, disponiveis no
banco de dados Protein Data Bank. Tanto a resolucdo quanto a geometria das estruturas foram
observadas para a escolha da estruturas que serviram de molde para a obtencdo do modelo. A
andlise da geometria foi realizada utilizando o servidor online  Molprobity
(molprobity.biochem.duke.edu) (Davis et al., 2007). A partir dessa andlise foram escolhidas as
estruturas: 1FUQ, 1VDK, 3E04, 3GTD, 30CE, 3QBP, 3RDS8, 3TV2, 4ADL e 4HGV que apresentaram
melhor qualidade nos quesitos avaliados.

O modelo foi gerado utilizando o programa Modeller (versdo 9.11) (Sali e Blundell, 1993), O
programa foi usado para gerar modelos otimizados baseado no método do gradiente conjugado; o
refinamento foi realizado usando dinamica molecular com anelamento simulado. A esteroquimica do
modelo foi avaliada pelo programa MOLPROBITY (Davis et al., 2007).

A construcdo do modelo para a forma tetramérica foi feita manualmente com base na
sobreposicdo entre as diferentes estruturas utilizadas para a modelagem. O refinamento foi realizado
usando dindmica molecular com anelamento simulado, utilizando intervengdes manuais nas regides
reprovadas pelo Molprobity. A analise estrutural foi realizada utilizando os programas Coot (Emsley e

Cowtan, 2004) e Pymol (Delano e Lam, 2005).
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Na investigacdo de detalhes do comportamento dindmico da proteina foram empregadas
simulagdes de dinamica molecular utilizando o modelo feito para a SmFH. Foram utilizados softwares
de simulagdo e andlise contidos no pacote GROMACS (“GROningen MAchine for Chemical
Simulation”) v4.5x. (Bekker et al., 1993; Van Der Spoel et al., 2005; Hess et al., 2008). O campo de
forga utilizado nas simulagdes foi o AMBER (“Assisted Model Building and Energy Refinement”). As
simulagGes foram realizadas em um reservatério na forma cuibica, com modelo de solvatacdo
explicita do tipo TIP3P (Bussi, Donadio e Parrinello, 2007). Neste modelo, as moléculas de dgua sdo
rigidas e descritas por trés sitios de intera¢do, correspondendo aos trés atomos do conjunto. O
sistema foi submetido a um ensemble NPT (NUumero de particulas, Pressdo e Temperatura
constantes). O barostato utilizado para a manutencdo da pressdo foi “Parrinello-Rahman”(Nose,
1984) o sistema de interesse é fechado e permaneceu em contato diatérmico com um reservatério

de calor na temperatura de 309K.
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4. Resultados e Discussao

4.1. Clonagem do gene Smp_158240 que codifica a enzima SmFH

Durante o desenvolvimento deste trabalho, o processo de clonagem do gene SMP_158240,
que codifica a enzima de interesse, mostrou-se como um grande desafio e uma etapa que demandou
tempo e persisténcia. Apesar da realizacdo de diversos experimentos para a obtencdo do gene
predito codificar a enzima SmFH a partir do cDNA, ndo foi possivel confirmar a amplificacdo do
mesmo nas reagdes de PCR. Vdrias fontes de possiveis erros foram testadas como a troca dos kits,

enzimas e amostras de mRNA foram testadas sem sucesso.

Uma hipétese para explicar os insucessos na obtencdo do gene se baseia na idéia de que,
como relatamos na introducdo, o processo de desenvolvimento dos ovos na fémea adulta requer a
producdo de energia de forma aerdbica, portanto o nivel de expressdao de SmFH na fémea pode ser
maior quando comparado ao macho. Tendo em vista que o RNA total utilizado para os experimentos
de construcdo do cDNA foi extraido de vermes machos, acreditamos que a quantidade de mRNA para
SmFH possa estar reduzida nessas amostras. Uma possivel fonte dos problemas na amplificagdo do
gene que codifica a SmFH seria a quantidade de cDNA. Para investigar melhor essa hip6tese
resolvemos obter novas amostras de RNA extraidas tanto de vermes fémeas quanto machos. Com
essa nova amostra, poderemos realizar novamente os experimentos para constru¢do do cDNA e

amplificacdo do gene de interesse. Esses ensaios se encontram em andamento.

Sendo assim, devido ao insucesso na obten¢do do gene a partir do mRNA, a segunda
estratégia que adotamos foi a de solicitar a sintese quimica do gene Smp_158240 com a sequéncia

de cédons ja otimizados para a expressdo em E. coli, a contrucdo foi nomeada SmFH-pUCminusmCS.



52

4.1.1. Subclonagem do gene que codifica a SmFH no vetor pET28a

A construgao SmFH-pUCminusmCS foi propagada em E.coli, digerida com sucesso e o
fragmento de interesse foi ligado em pET28a. Apesar de inUmeras reacdes de ligacdo, nossos
experimentos de PCR utilizando as colonicas como molde nao indicavam a presenca do inserto, e a
maioria dos ensaios indicavam a presenca do vetor pET28a religado. Para evitar o religamento do
vetor, decidimos utilizar amostras de pET28a contendo um fragmento de aproximadamente 1 kb
inserido no sitio multiplo de clonagem. Desta forma, foi possivel monitorar a digestdo do vetor e
diferenciar no gel, o vetor completamente digerido. Foram realizadas varias reacdes de digestdo de
50 pL, as quais foram purificadas e reunidas para obtermos maior quantidade de DNA necessaria
para as reacgdes de ligacdo. Este material entdo foi concentrado até que obtivéssemos uma
quantidade suficiente de DNA.

Apesar do baixo rendimento, 6 diferentes reacGes de ligacdo foram realizadas e em
seguida as mesmas foram transformadas nas diversas cepas testadas. Com esse experimento foi
possivel obter colénias que continham o gene de interesse (framento de 2017 bp), confirmado nas

reacGes do PCR de coldnia utilizando a cepa DH10b (Figura 19).
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Figura 19. Gel de agarose 0,8% das amostras da reacdo de PCR de col6nia mostrando os clones positivos (em
vermelho) da cepa DH10b. O fragmento amplificado possui o tamanho esperado de 2017 pb.
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4.1.2. Clonagem no vetor pET28sumo

Devido as dificuldades na reprodutibilidade de experimentos de atividade enzimatica,
problemas de estabilidade e dificuldades de cristalizacdo da enzima pSmFH, levantamos a hipdtese
de que a presenca da cauda de histidina pudesse interferir na atividade da enzima. Assim, o gene que
codifica a enzima de interesse foi subclonado no vetor pET28sumo, gentilmente cedido pelo
pesquisador Dr. Andre Luis Berteli Ambrosio do Laboratério Nacional de Biociéncias (LNBio,

Campinas).

A construcao SmFH-pET28a foi propagada em E.coli, digerida com sucesso e o fragmento de
interesse foi ligado no vetor pET28sumo. Assim como foi feito com o vetor pET28a, para evitar o
religamento do pET28sumo, foram utilizadas amostras do mesmo contendo um fragmento de
aproximadamente 1,2 kb inserido no sitio multiplo de clonagem. Desta forma, foi possivel monitorar
a digestdo do vetor e diferenciar no gel, o vetor completamente digerido (Figura 20). As trés reacées
de digestdo realizadas para inserto e vetor foram purificadas, reunidas e concentradas para que se

obtivesse a quantidade de DNA necessaria para as reac¢oes de ligacdo.

pET28a
PET28sumo 10000 pb
8000 pb pET28sumo
6000 pb digerido
5000 pb
gene 4000 pb
SmFH 3500 pb
Fragmento 3000 pb
o 12kb 2500 pb
2000 pb gene SmFH
1500 pb
1000 pb
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Marcador Marcador
A B

Figura 21. A. Digestdo das construgées SmFH-pET28a e do vetor pET28sumo a partir de um uma construgdo em
gue ja existia um fragmento inserido no sitio multiplo de clonagem. B. Amostras do pET28sumo e do gene de
interesse digeridos e purificados.



54

Apesar da figura 21b indicar que houve um baixo rendimento de gene digerido, a
quantidade de material permitiu realizar duas rea¢des de ligagdo na propor¢cdo 1:2 e 1:5 de
moléculas de vetor para moléculas de inserto. Em seguida, o material foi transformado em
Escherichia coli DH5a e a presenca do gene de interesse nas células foi confirmada através de

reacoes do PCR de colonia (Figura 21).
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Figura 21. Gel de agarose 0,8% das amostras da rea¢do de PCR de col6nia mostrando os clones positivos (em
vermelho). A banda de aproximadamente 2400 pb pode ser visualizada, confirmando a presenca do inserto.

4.2. Expressao heterologa do produto codificado pelo gene Smp_158240

A proteina expressa pela construcdo SmFH-pET28a, é produzida com uma cauda que possui
6 histidinas na regido N-terminal e foi denominada pSmFH. Ja a proteina expressa pela construcdo
SmFH-pETsumo, é produzida em fusdo com a proteina SUMO e também com uma cauda que possui 6
residuos de histidina, e foi denominada sSmFH.

Para os experimentos de expressdo heterdloga da pSmFH, foram utilizadas bactérias
Escherichia coli— BL21(DE3). Embora a analise por SDS-PAGE para os experimentos de expressdo a 37
°C ndo indicasse a presenga da uma banda correspondente a massa da SmFH, a andlise dos
experimentos de expressao a 18 °C revelou a presenca de uma pequena banda, mais evidente na

fracdo insoluvel, presente nas amostras induzidas por 24 horas (Figura 22).
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Figura 22. SDS-PAGE (15% poliacrilamida). Ensaios de expressdo a 18°C para a construgdo SmFH-pET28a (~58
kDa). Os retangulos vermelhos indicam as bandas de expressdo na fragdo e soluvel insoltvel relativo a presenca
da pSmFH. A. 6 horas de indugdo. B. 24 horas de indugdo. A enzim a de interesse possui tamanho de 58 kDa

Uma andlise cuidadosa demonstrou um aumento na quantidade de proteina soluvel com o
aumento da concentracdo do agente indutor. Nossos experimentos sugerem que as condicdes para a
obtencdo de maior rendimento proteico na forma solivel requerem a combinacdo de experimentos
de expressao a baixas temperaturas com altas concentra¢des de IPTG. Assim, para os ensaios de
purificacdo, a expressdo em larga escala foi padronizada para 18°C com 500 uM de IPTG por 24
horas.

Tendo em vista que as condi¢cdes de expressdo em larga escala para a enzima pSmFH ja
haviam sido padronizadas, e forneceram um alto rendimento de proteina sollvel, os ensaios de

expressao em larga escala da enzima sSmFH também foram realizados nas mesma condicdes.

4.3. Purificagao da SmFH

4.3.1. Purificagao da pSmFH

A purificacdo da enzima pSmFH foi realizada com sucesso através da utilizacdo de uma Unica

etapa cromatografica (Figura 23). A partir da utilizacdo de um gradiente crescente de imidazol, foi
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possivel obter a proteina de interesse com excelente grau de pureza e um rendimento de

aproximadamente 20 mg de proteina por litro de cultura.

A andlise da Figura 24 indica que as lavagens da resina com 0, 25 e 50 mM de imidazol
contribuiram para retirar a maioria dos contaminantes. A proteina pSmFH comeca a eluir a partir de
50 mM de imidazol, porém ainda na presenca de contaminantes. A maior quantidade de proteina
elui com 100 mM de imidazol, mas amostras de pSmFH pura também podem ser visualizadas na

presenca de 250 e 500 mM de imidazol.

Imidazol Imidazol Imidazol Imidazol Imidazol Imidazol
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30 kDa pSmFH
20 kDa 20 kDa
20 kDa
14 kDa \ 14 kDa
14 kDa
A B C

Figura 24. SDS-PAGE (15% poliacrilamida) representando os diferentes passos de purificagdo na coluna de Ni da
enzima pSmFH. A. Nas posicdes 1 e 2 estdo representadas a fragdo insoltvel e o efluente, respectivamente. Nas
posices 3 a 5 estdo representadas as lavagens 2, 20 e 40 com 0 mM de imidazol, respectivamente. E nas posi¢oes
6 a 8 estao representadas as lavagens 1, 2 e 20 com 25 mM de imidazol, respectivamente. B Nas posi¢cdes 1 a 4
estdo representadas as lavagens 1, 3, 5 e 9 com 50 mM de imidazol, respectivamente. E nas posi¢cdes 5 a 8 estdo
representadas as elui¢des 1, 3, 8, 15 com 100 mM de imidazol, respectivamente. C. Nas posi¢ées 1 a 4 estao
representadas as elui¢gdes 1, 3, 10 e 15 com 250 mM de imidazol, respectivamente. Nas posi¢cdes 5 a 7 estdo
representadas as elui¢cdes 1, 5 e 10 com 500 mM de imidazol, respectivamente. Apontada pela seta vermelha esta
a banda referente a proteina expressa pela construgcdo SmFH-pET28a, que possui cerca de 58 kDa.

4.3.2. Purificagao da sSmFH

A enzima sSmFH também foi purificada com sucesso utilizando um unico passo de purificacdo
através de cromatografia por afinidade (Figura 25). O rendimento de proteina ao final da purificagdo
foi de aproximadamente 12 mg/mL, abaixo do obtido para a enzima sSmFH. Essa diminuicdo no
rendimento final pode ser atribuida a maior manipulacdo da amostra e uma consequente

precipitacdo da sSmFH induzida pelo procedimento de digestdo da cauda pela protease ULP1 na

coluna.
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Figura 24. SDS-PAGE (15% poliacrilamida) representando os diferentes passos de Purificagdo na coluna de Ni da
enzima sSmFH. A. Nas posi¢des 1 e 2 estdo representadas a fragdo insoluvel (pellet) e o efluente,
respectivamente. Na posicao 3 esta representada a lavagem com tampao 0 mM de imidazol. Nas posi¢cdes 4 a 6
estdo representadas as lavagems 2, 3 e 4 com tampao 25 mM de imidazol, respectivamente. E nas posi¢oes 7 a
9 estdo representadas as lavagens 2, 3 e 4 com 50 mM de imidazol, respectivamente. B. Nas posi¢cdes 1 a 3
estdo representadas a eluicdo da enzima sSmFH com tampdo 0 mM de imidazol, apés a clivagem da cauda. Nas
posicdes 4 e 5 estdo representadas as eluigdo com o tampdo 25 mM de imidazol. E nas posi¢cdes 6 a 9 estao
representadas as elui¢es finas com o tampdo com 500 mM de imidazol. Apontada pela seta vermelha estd a
banda referente a proteina sSmFH, com aproximadamentes 55 kDa e a cauda que é liberada apds a clivagem.

A proteina sSmFH ainda em fusdao com a cauda de histidina e a proteina sumo comega a eluir

com 50 mM de imidazol, porém essa lavagem se faz importante para retirar alguns contaminantes,

mesmo com a perda de um pouco da proteina.

Apds a lavagem, a coluna é reequilibrada com tampdo de ligacdo, e é feita a clivagem da

cauda. Apds a clivagem, proteina é eluida com 10 mL de tamp3do de ligacdo (0 mM de imidazol). Nem

toda a proteina é eluida com o tampdo sem imidazol, sendo necessaria a aplicagdo de tampao

contendo 25 mM de imidazol para eluir as moléculas de proteina que interagiram inespecificamente

com a coluna. Por fim, com 500 mM de imidazol, ainda é possivel observar a elui¢cdao da proteina de

interesse além da cauda, que estava retida na coluna por possuir a cauda 6xhis. FragGes da proteina

eluida apds a clivagem com tampao contendo 0 e 25 mM de imidazol foram reunidas e concentradas

para os experimentos de cinética enzimatica e cristalizacao.
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4.4. Cromatografia por Filtragao em gel

Para a determinacdo do estado oligomérico da pSmFH e avaliacdo de possiveis efeitos de
agregacao foram realizados ensaios de cromatografia por exclusdo molecular (filtracdo em gel). A
coluna Superdex 200 (10/300) foi inicialmente calibrada (Figura 25) para a determinacdo da fungdo

que correlaciona massa molecular com volume de eluigdo (Figura 26).

Ferritina

Aldolase

250 | —— Conalbumina

—— Ovalbumina

—— Anidrase Carbonica
200 Ribonuclease

—— Aprotinina

150 —

Abs_

100 4

50

Volume(mL)

Figura 25. Padronizacdo da coluna Superdex 200 (10/300) (GE)® através da utilizacdo dos marcadores
aprotinina (6,5 kDa), ribonuclease (13,7 kDa), anidrase (29 kDa), ovalbumina (43 kDa), conalbumina (75 kDa),
aldolase (158 kDa), ferritina (440 kDa) . Os diferentes volumes de elui¢do foram utilizados para a determinagdo
da curva de calibragdo da resina.
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Figura 26. Regressdo linear para a determinac¢do da fungdo que correlaciona massa molecular com volume de
eluicdo dos padrdes aplicados na coluna Superdex 200 (10/300). LnMr=logaritmo da massa molecular. Kav=(Ve-
Vo)/(Vc-Vo), onde Ve é o volume de elui¢do, Vo é o volume de exclusio, e Vc é o volume da coluna.
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A partir do volume de eluicdo obtido para cada proteina, foi feita uma correlagdo logaritmica

(Ve — V)

entre massa (kDa) e o Kav utilizando a seguinte formula: Ky, = W=V
T 0

Nesta relacdo, Kav é um coeficiente de particdo que se correlaciona linearmente com a massa
de cada proteina, V¢ é o volume de eluicdo que corresponde a metade do pico de absorbancia, Vo é o
volume morto da coluna (ou void) e VT é o volume total (Figura 27). A partir da construcdo do grafico

Kav x In (Mr) pode se obter a equacdo da reta que correlaciona as duas grandezas.

VolumemortoV,  Volume total Vi V-V
Figura 27 .V, corresponde ao volume morto ou void da coluna e se refere ao volume de coluna ao qual moléculas
maiores que os poros tém acesso. O VT é a soma entre o volume externo as esferas porosas da matriz (VO) e o
volume interno das esferas corresponde ao volume que particulas menores tém acesso durante a cromatografia. O
volume interno das esferas pode ser calculado subtraindo VT de V,,.

O perfil de eluigdo da pSmFH em coluna Superdex 200 (10/300) esta representado na Figura
29. O cromatograma apresenta um pico majoritario com maximo de absorbancia em 11,65mL, além
de outros picos menores. Os resultados obtidos sugerem que a enzima pSmFH se apresenta como
um tetramero com peso molecular de 246 kDa. A forma tetramérica corresponde ao estado
oligomérico descrito para as outras proteinas descritas para a mesma classe. Esta massa é
ligeiramente diferente da massa molecular esperada (~233 kDa) e essa diferenca pode estar
associada a interacdo da cauda de histidina ou da prépria pSmFH com a resina e na diferenga na
conformagdo da molécula em comparagdo com os padrdes utilizados para a padronizagao. Ja os picos
de menor intensidade, como por exemplo o que elui com 10 mL correspondente a aproximadamente
9 moléculas de pSmFH, podem ser associados a possiveis estados de agregacdo da enzima de

interesse.
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Figura 28. Perfil de eluicdo da SmFH em coluna Superdex 200 (10/300),
equilibrada com tampao Tris 50mM ph8,15, KCl 150Mm e 0,01% de Triton.

4.5. Espalhamento dinamico de luz

Além da filtragao em gel, medidas de espalhamento dindmico de luz também foram utilizadas
para fornecer informacgdes acerca do tamanho de particula da pSmFH e homogeneidade da amostra.
Os resultados das medidas sdo expressos em um grafico com a distribuicdo de particulas por
tamanho presentes na solu¢dao de pSmFH de acordo com a intensidade de luz que espalham e o
volume. A relagdo entre a intensidade de luz espalhada por particulas de um determinado tamanho e
a porcentagem em volume dessa particula na solucdo nao é direta. Uma particula 10 vezes maior que
outra espalha 10° vezes mais luz. Por isso, muitas vezes a intensidade de luz observada para
particulas maiores corresponde a uma quantidade minima dessa particula na solugdo, quando
comparada com a particula menor.

As figuras 29 e 30 representam as medidas feitas com variagdo de pH com os tampdes:
acetato de sédio 50 mM pH 4 e pH 5; cacodilato de sédio 50 mM pH6; MES pH 6,5; fosfato de sédio
50 mM pH 7,0; Tris 50 mM pH7,5 , pH 8 e pH 8,5; e Glicina pH 9 e pH 10; todos contendo NaCl 150

mM.
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Figura 29. Representacdo grafica das medidas de Espalhamento dinamico de luz (DLS) realizadas com a

proteina SmFH, com os tampdes acetato de sddio 50 mM pH 4 e pH 5; cacodilato de sédio 50 mM pH 6; MES
pH 6,5; fosfato de sddio 50 mM pH 7,0 e concentragdo de 150 mM de NaCl. A.Distribuicdo de tamanho pela %

do total de luz espalhada. B. Distribuicdo de tamanho pelo total de volume das particulas.
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Figura 30. Representacdo grafica das medidas de Espalhamento dindmico de luz (DLS) realizadas com a enzima

SmFH, com os tampdes Tris 50 mM pH 7,5, pH 8 e pH 8,5; e Glicina pH 9 e pH 10 e concentragdo de 150 mM de

NaCl. A.Distribuicdo de tamanho pela % do total de luz espalhada. B. Distribuicdo de tamanho pelo total de

volume das particulas.
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E possivel observar um pico de valor médio de 63 A (6,3 nm) referente ao raio hidrodinamico
da particula, presente em todos os pHs, exceto no pH 10. A massa molecular estimada para a
particula associada a este pico foi de cerca de 250 kDa. A compara¢do do valor do diametro
hidrodinamico obtido (o dobro do raio) com o tamanho de fumarato hidratases de estrutura ja
resolvida, como a de Escherichia coli (Figura 25) mostra que a medida obtida por DLS se aproxima do
tamanho medido para a FH humana. Além disso, a massa molecular estimada em 250 kDa também é
proxima da massa esperada para um tetramero da pSmFH (aproximadamente 233 kDa) e dos
resultados obtidos nos experimentos de cromatografia por filtracdo em gel. Os resultados obtidos

pelas medidas de DLS sugerem que a proteina se apresenta como um tetramero.

Figura 31. Estimativas, em A, do tamanho da fumarato hidratase de E. coli, feita com a medida da distancia das
extremidades da estrutura, PDB:1YFE. O valor das medidas se aproxima do valor do didametro hidrodindmico
obtido experimentalmente para SmFH.
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Estes resultados também revelaram que nos pHs de 7,5 ; 8 e 8,5, embora a pSmFH apresente
um pico majoritdrio referente a forma tetramérica, também apresenta uma fracdo de proteina na
forma agregada. Ja nas medidas com pHs 4, 5, 9 e 10, a pSmFH se encontra, em sua maior parte,
agregada. Além disso, a presenca de um Unico pico nas medidas com pHs de 6; 6,5 e 7, sugerem que
nestes pHs a proteina de interesse se encontra exclusivamente no estado tetramérico, sugerindo
uma maior estabilidade dentro dessa estreita faixa de pH.

Buscando melhores condicbes de estabilidade e homogeneidade da amostra para os
experimentos de cristalizacdo foram também realizadas medidas com variacdo da concentracdo do
sal para 1M de NaCl (Figura 32) e do tipo de sal, KCl 150 mM (Figura 33), além de medidas com
adicdo de 10% de glicerol (Figura 34) ou 5% de tacsimato (Figura 35), mantendo sempre os mesmos
tampdes. O tacsimato, em particular, consiste em uma combinacdo de reagentes, a maioria deles
esperados como ligantes da enzima FH, como o malonato, malato e citrato, podendo assim aumentar

a estabilidade proteica.
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Figura 32. Representagdo grafica das medidas de Espalhamento dinamico de luz (DLS) realizadas com a
proteina SmFH nos tampdes MES pH 6,5; Tris 50 mM pH 7,5 e pH 8,5, e concentracdo de 1M de NaCl.
A.Distribuicdo de tamanho pela % do total de luz espalhada. B. Distribuicdo de tamanho pelo total de volume
das particulas.
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Figura 33. Representagdo grafica das medidas de Espalhamento dindmico de luz (DLS) realizadas com a
proteina SmFH nos tampdes MES pH 6,5; Tris 50 mM pH 7,5 e pH 8,5, e concentracdo de 150mM de KCl.
A.Distribuicdo de tamanho pela % do total de luz espalhada. B. Distribuicdo de tamanho pelo total de volume

das particulas.
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Figura 34. Representacdo grafica das medidas de Espalhamento dindmico de luz (DLS) realizadas com a
proteina SmFH nos tampdes cacodilato de sédio 50 mM pH6; MES pH 6,5; fosfato de sédio 50 mM pH 7,0; tris
50 mM pH 7,5, pH 8 e pH 8,5, e concentragdo de 150mM de NaCl, com 10% de glicerol. A.Distribui¢do de
tamanho pela % do total de luz espalhada. B. Distribui¢cdo de tamanho pelo total de volume das particulas.
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Figura 35. Representagdo grafica das medidas de Espalhamento dindmico de luz (DLS) realizadas com a
proteina SmFH nos tampdes cacodilato de sédio 50 mM pH 6; MES pH 6,5; fosfato de sédio 50 mM pH 7,0; tris
50 mM pH 7,5; pH 8 e pH 8,5, e concentragdo de 150mM de NaCl, com 5% de tacsimato. A.Distribuicdo de
tamanho pela % do total de luz espalhada. B. Distribuicdo de tamanho pelo total de volume das particulas.

Como é possivel observar nas figuras 33 e 34 no pH 6,5, em que a proteina se comporta
melhor, a alta concentracdo ou a troca de sal ndo afetaram o homogeneidade da amostra, que se
manteve sem agregacdo. Mas para a maioria dos pHs, as condi¢ces com NaCl 1M (Figura 33), KCI
150mM (Figura 34), 5% de Tacsimato (Figura 36), ndo sdo condi¢Ges favoraveis para a proteina.
Entretando, a adicdo de 10 % de glicerol se mostrou favoravel a estabilidade da amostra, uma vez
qgue as medidas feitas da amostra com glicerol apresentaram menor agregacdo, quando comparadas

com as medidas sem glicerol.

Todas as comparagdes entre as condi¢des avaliadas pelos experimentos de DLS sdo
realizadas com base nas curvas que correlacionam intensidade de luz espalhada e raio da particula.
Entretanto, quando se observa os graficos em que estdo plotadas as curvas que correlacionam a
porcentagem de volume ocupado pela particula e o tamanho da mesma, percebe-se que as

particulas maiores observadas na distribuicao por intensidade, em porcentagem de volume total, sdo
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irrelevantes, ocupando um volume tao pequeno que n3do chega a ser observado nos graficos. Exceto
na medida realizada em pH 10, onde houve uma grande agregacao da proteina. Estes resultados
sugerem que mesmo que algumas condi¢des possam ser melhores para a estabilidade da proteina,
todas as condicOes testadas, exceto pH 10, apresentam majoritariamente a proteina em sua forma

tetramérica.

Experimentos de espalhamento dindmico de luz sdo muito adequados para avaliacdo da
homogeneidade das proteinas em solugao, a qual influencia diretamente na predisposicdao da mesma
para a cristalizacdo. Portanto, os experimentos de DLS contribuiram de forma importante para o
entendimento da estabilidade da proteina em diversas pH e aditivos, nos guiando para melhorar as

condicGes em que a proteina é armazena e se comporta para os experimentos de cristalizacdo.

4.6. Dicroismo circular (CD)

Para dar inicio aos estudos de caracterizagdo estrutural, foram realizadas medidas de
dicroismo circular, que poderia nos fornecer informa¢des acerca da presenga e quantidade de

estrutura secunddria na pSmFH.

O espectro de CD da enzima pSmFH em tampao Tris pH 8,5 é caracterizado por duas bandas
negativas em cerca de 208 e 222 nm (Figura 36). O minimo em 222 nm ¢é atribuido majoritariamente

a transicGes encontradas em estruturas helicoidais (WOODY, 1994).
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Figura 36. Espectro de Dicroismo Circular da enzima SmFH.

Com a desconvolugdo do espectro da pSmFH com o pacote de programas CDPro, foi possivel
obter, utilizando o programa Selcon3, a estimativa do conteldo de estrutura secunddria da enzima

de interesse: 60,8% de a-hélice; 5,7% de fita-B e 37,6% de Coil-Turn.

A partir desses valores realizamos comparag¢des com estruturas ja resolvidas de fumarases da
classe Il. Utilizando o algoritmo STRIDE (STRuctural IDEntification), foi calculado o contelddo de
estrutura secundaria das fumarases humana (HsFH - PDB:3E04), de E. coli (EcFH - PDB:1YFE) e de

levedura (ScFH - PDB: 1YFM). A Tabela 6 traz a comparacgdo entre essas estruturas.
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Tabela 6: Comparagdo entre o conteudo de estrutura secunddria de fumarases da classe Il que possuem
estrutura resolvida, com o conteuddo da SmFH, calculado através da desconvolugdo do espectro de CD.

a-hélice (%) fita-8 (%) Volta+coil (%)
pSmFH 60,8 5,7 37,6
HsFH 62,5 8,5 29
EcFH 61,9 7,2 30,9
ScFH 60,6 7,8 31,6

Com base na tabela acima, é possivel afirmar que os resultados obtidos para a pSmFH
sugerem que a enzima apresenta um conteldo de estrutura secundaria muito préximo daqueles
calculados para as FHs da classe Il. Assim, as andlises qualitativas do espectro de CD da pSmFH
fornece indicios de que a estrutura estd corretamente enovelada, apresentando conteudo de
estrutura secundaria dentro do esperado para fumarases da classe Il.

Outra informacao importante que pudemos obter com os experimentos de dicroismo circular

foi com relacdo a estabilidade térmica da pSmFH. O grafico apresentado na Figura 38 mostra as

curvas de CD em fungdo da temperatura.

CD({mdeg)

210 220 230 240 250

Comprimento de onda (nm)
Figura 37. Curvas de CD de ensaio de desnaturagdo térmica da SmFH.

Com os dados obtidos nos experimentos de CD, foi tracada a curva de transicdo da pSmFH,

expressa em termos de fragdo de proteina desnaturada (fp) em fungdo da temperatura (°C), onde é
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possivel observar a ocorréncia das mudangas conformacionais induzidas pelo aumento da
temperatura (Figura 38). A curva de transicdo é obtida através de equagdes descritas abaixo que
relacionam a fracdo de proteina desnaturada em cada temperatura com os valores espectrais dos

minimos caracteristicos para os espectros de CD.

Xn—Xobs
fo=T=2efy+ fp=1;

Xn—=XD

X -> valores espectrais nos minimos caracteristicos para os espectros de CD
n e D -> refere-se a forma nativa e desnaturada, respectivamente,

obs -> valores espectrais observados a uma dada temperatura

T(°C)

Figura 38. Curva de transi¢do da pSmFH induzida pelo aumento da temperatura.

Com essa curva, foi possivel estimar o valor da temperatura de transicdgo Tm = 315,95 K =

42,8°C.

A avaliagdo da termoestabilidade da pSmFH nos permite realizar a comparagdo com outros
membros da classe Il das FHs. Inicialmente, acreditava-se que a termoestabilidade poderia ser uma
caracteristica intrinseca dos membros da classe Il das fumarases, como por exemplo Sulfolobus

solfataricus (PUCHEGGER, 1990), que permanece ativa mesmo a temperaturas maiores que 80 °C. No
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entanto, embora ainda bastante escassas, as informagdes disponiveis na literatura mostram uma
grande variagcdo no comportamento das FHs com relagdo a estabilidade frente a altas temperaturas,
como é reportado para a FH de E. coli (WOODS, 1988), a qual possui atividade em torno de 50 °C,
mas ndao em temperaturas mais altas, e a FH de Saccharomyces cerevisiae (KERUCHENKO, 1992), que
a 50 °C ja nado possui atividade.

Como Sulfolobus solfataricus ¢ um microorganismos termofilico, que vive em ambientes
vulcanicos (em torno de 78-80 °C), podemos associar a estabilidade da FH dessa espécie a altas
temperaturas com a caracteristica evolutiva da espécie, consequéncia da adaptacdo ao seu ambiente

natural, e ndo uma caracteristica geral das enzimas da classe Il das fumarases.

4.7. Ensaios de atividade da SmFH

O ensaio de atividade da pSmFH foi realizado através do monitoramento
espectrofotométrico da formacdo do produto da catdlise fumarato. Os ensaios iniciais foram
realizados em Tris 50 mM pH 8,5 e NaCl 150 mM, tamp3do no qual a proteina se encontra apds a
purificacdo. Para esses ensaios foi utilizada 25 pg/mL de pSmFH na presenca de 5mM de malato, sem
sucesso. Neste pH, a atividade da pSmFH foi observada apenas quando a concentragdo da proteina e
de substrato foram aumentadas para 200 pg/mL e 50 mM, respectivamente. A atividade da proteina

concentrada apos o processo de purificagdo foi entdo monitorada por 4 minutos (Figura 39).
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Figura 39. Curva de atividade monitorada a 250nM. A concentragédo final de proteina foi de 200ug/mL, na

presenca de 50 mM de malato em pH 8,5.
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Os resultados iniciais indicaram que a proteina se encontrava pouco ativa, sendo necessario

um excesso de enzima para que a atividade pudesse ser detectada. Visando encontrar uma condigdo
melhor para os ensaios de atividade da enzima, foram entdo testadas diferentes concentracdes de
substrato, nos dois sentidos da reagao, usando 5-50 mM S-malato, 1-25mM fumarato, mas nenhuma

destas tentativas se mostrou eficaz para monitorar a atividade da pSmFH.

Visando encontrar condi¢Ges favoraveis para o monitoramento da atividade enzimdtica da
SmFH foram realizados ensaios de atividade onde o pH foi variado. Cogitamos a hipdtese de que a

mudanca de pH poderia interferir na carga dos aminodacidos e portanto na atividade da pSmFH.

Assim, foram testados os tampdes acetato de sédio 50 mM pH 4 e pH 5; cacodilato de sddio
50 mM pH6; MES pH 6,5; fosfato de sédio 50 mM pH 7,5; tris 50 mM pH7,5, pH 8 e pH 8,5; e glicina
pH 9 e pH 10; todos contendo NaCl 150 Mm, com 10 mM de malato.Em alguns experimentos de
monitoramento de ensaio enzimatico, foi possivel detectar atividade da enzima para a pSmFH, no
entanto estes experimentos ndo foram reprodutiveis, de forma que a atividade da enzima varia

muito de amostra para amostra de cada purificagao, dificultando a caracterizagdo cinética da mesma.

Para continuar investigando os motivos que levam a falta de reprodutibilidade nos
experimentos de atividade da enzima de interesse, outra hipdtese analisada seria a de a proteina
possuisse algum cofator necessario para a atividade, e a mesma estaria se enovelando sem este
suposto cofator, pois o suprimento de nutriente do meio LB ndo estaria sendo suficiente para a
formacdo ou o fornecimento do cofator para a enzima. Para avaliar essa hipdtese, testamos a
expressdo da proteina em meio rico (Terrific Broth), que possui maior concentragdo de nutrientes
gue o meio LB. No entanto, os resultados deste experimento indicaram que a expressao em meio
rico ndo favorece a atividade da pSmFH, pois nos ensaios realizados, a mesma continuou a
apresentar atividade quase nula.

Para investigar se a presenca da cauda de histidina poderia estar interferindo na atividade da

enzima de interesse, a mesma foi subclonada no vetor pET28sumo. Entretanto, o monitoramento da
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atividade da enzima sSmFH, obtida a partir da nova construgdo, também resultou em experimentos
nao reprodutiveis, onde a enzima apresentava-se pouco ativa.

Também foi cogitada a hipdtese da atividade enzimatica da proteina de interesse ser
suceptivel a oxigéncio, através, possivelmente, da oxidacao das cisteinas, ou de algum cofator. Para
investigar essa possibilidade, realizamos experimentos em de monitoramento da atividade da sSmFH
na auséncia de oxigénio, no laboratério do professor José Carlos Toledo Junior da Faculdade de
Filosofia Ciéncias e Letras de Ribeirdo Preto, que possui a infraestrutura necessdria para tal
experimento. Novamente, ndo foi possivel monitorar atividade da enzima, sendo assim, essa
hipétese também foi descartada.

Outras hipdteses pudessem explicar a baixa atividade da enzima de interesse foram
elaboradas. Um fato interessante observado foi que apds a eluicio da pSmFH no processo de
purificacdo e posterior concentracdo da mesma em sistema Amicon® Ultra, verificamos que existia
um leve cor amarela presente na amostra. Como as fumarases da classe Il ndo apresentam nenhum
tipo de cofator, ndo era esperada tal coloracdo. Assim, foi cogitada a hipdtese da presenca de um
cluster Fe-S na pSmFH, como ocorre nas fumarases da classe |. Este fato justificaria a baixa atividade
da enzima, visto que as fumarases que apresentam o cluster sdo sensiveis a oxigénio. Assim, para
investigar essa hipdtese, realizamos a expressdo da enzima em presenca de 2 mM de cisteina 0,2
mg/mL de sulfato ferroso e 0,2mg/mL citrato férrico, permitindo que houvesse grande quantidade
de Fe e S disponivel no meio de cultura para a formacgdo adequada do cluster durante a expressado da
enzima. Estes aditivos sdo utilizados com sucesso em experimentos de expressao de proteinas que se
ligam a cluster Fe-S. Os resultados indicaram que a nossa hipdtese ndo se confirma, pois mesmo com
ferro e cisteina no meio, a pSmFH manteve a sua cor amarela palida, e, qualitativamente, nao
mostrou altera¢do na atividade, permanecendo pouco ativa.

Na tentativa de investigar a causa da cor apresentada pela enzima, também foram realizados
experimentos de cromatografia por exclusdo molecular em coluna HiTrap Phenyl HP (GE Lifescience)

e cromatografia por troca anidnica em Mono Q 5/50 GL HP (GE Lifescience). Estes procedimnetos
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cromatograficos foram realizados com base na hipdtese de que algum contaminante estivesse
agregado a enzima de interesse, e que fosse ele o responsavel pela cor da amostra, e ndo a enzima
SmFH. Entretanto, ndo obtivemos separacdo de populacdes através dessas cromatografias, e a
enzima elui em um pico Unico, que, quando concentrado restabeleceu a cor amarela palida.
Experimentos de Ressonancia Paramagnética Eletronica (EPR) também foram realizados, baseados
na hipdtese de que a cor presente na amostra da enzima de interesse pudesse estar associada a
interacdo com algum metal. Neste experimento, elétrons desemparelhados podem alterar seu
estado de spin absorvendo energia no comprimento de onda de microondas na presenca de um
campo magnético.

Inicialmente ndo observamos nenhum sinal de EPR na amostra, e como, em medidas de EPR,
somente sistemas paramagnétios podem mostrar sinal de EPR, como V¥, Ti*, Mn*', Fe*', Co®, Ni**,
Cu®, utilizamos solucdes de ditionito 2M e ditiotreitol 300mM, e 4gua oxigenada 10M e persulfato
de amobnio 3M para tentar reduzir ou oxidar o suposto metal, e levd-lo para um estado em que
pudéssemos observar sinal. No entanto, tais estratégias ndo surtiram efeito, e nenhum sinal pode ser
observado, dando um indicativo de que a cor presente na amostra nao é consequéncia da interagdo
da proteina com metais. Este indicativo foi confirmado com a realizagdo de experimentos de
Espectrometria de Massa com plasma indutivamente acoplado (ICP-MS), com o qual é possivel
realizar uma andlise multielementar da presenca de metais na amostra. Novamente, ndo foi possivel
detectar quantidades de nenhum metal em niveis muito superiores ao observado na andlise do
tampdo sem proteina (branco). Este experimentos confirmou que a cor apresentada pela proteina
nao se deve a presenca de metal.

Outra hipétese investigada por nds foi com relagdo ao elevado conteudo de cisteina da SmFH
e a possibilidade dessas cisteinas estarem interferindo na atividade por estabelecerem interagées
nao favoraveis a atividade da enzima. Quando comparada a outras FH’s da classe Il, a pSmFH possui
um conteuldo de cisteina maior que as outras analisadas. Sabe-se que o sitio ativo, conservado em

todas as enzimas da classe Il, ndo apresenta nenhuma cisteina. Porém, como desconhecemos a
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estrutura tridimensional da pSmFH, cogitamos a ideia de que alguma cisteina pudesse estar
envolvida com a atividade da enzima, e dessa forma, estar interferindo na atividade da enzima
devido ao seu estado de oxidacdo ou a interacdes indesejadas. Para estudar essa hipdtese,
realizamos ensaios de purificacdo na presenca de 1ImM do agente redutor ditiotreitol (DTT). O DTT
protege as cisteinas tanto da oxidacdo, quanto de estabelecerem interacbes nao desejadas. Os
resultados desses experimentos indicaram que a adicdo de DTT durante as etapas de purificacdo ndao
teve qualquer influéncia no aumento da estabilidade da proteina nem auxiliou na obtencdo de
proteina ativa. Duas hipdteses sdo propostas para estes resultados, uma delas é a de que a baixa
atividade da enzima realmente ndo se deve a interacGes inadequadas das cisteinas distribuidas na
estrutura da enzima, como, por exemplo uma ponte dissulfeto, cuja formacdo pode ser evitada pelo
uso do DTT. A segunda hipdtese é a de que, se realmente a falta de atividade da proteina for
consequéncia da oxidagdo de cisteinas préximas ou no sitio catalitico, a presenca do DTT, embora
possa minimizar este efeito indesejado, permanece ligado a elas podendo atuar como um inibidor,
impedindo que ocorra o mecanismo catalitico normalmente, caso ele seja dependente de alguma

cisteina.

4.8. Cristalizacao

Para a formagao de um cristal, a solu¢do de proteina deve ser levada para um estado de
supersaturacdo; estado termodinamicamente instdvel, onde as moléculas de proteina interagem
entre si, sendo induzidas a se agruparem de forma organizada, em condi¢Ges favoraveis. Diversos
fatores podem ser combinados de forma a levar a solucdo de proteina para o estado de
supersaturacdo e consequentemente formacdo do cristal. Os mais comumente utilizados sdo:
temperatura, concentragdo do agente precipitante, pH, concentracdo de proteina, adi¢cdo de ligantes

que interferem na solubilidade da proteina, dentre inimeros outros.
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Existem varias técnicas utilizadas para a cristalizacdo de proteinas como dialise, difusdao
liquido-liquido e difusdo de vapor. Dois dos métodos mais comuns para cristalizacdo utilizam a
técnica por difusdo de vapor e sdo conhecidos como o método da gota suspensa (“hanging drop”) e
gota sentada (“sitting drop”). Os métodos de gota suspensa e sentada diferem somente na posicdo
em que a gota é colocada no experimento em relagdo a solucdo do poco (Figura 40). Em ambos, uma
gota contendo a solucdo de cristalizacdo (tampdao, precipitantes e aditivos; também chamada de
liguido-mde) é misturada a solugcdo de proteina e equilibrada contra um reservatdrio (pogo)
contendo a mesma solucdo de cristalizacdo. Desta forma, a solucdo de cristalizacdo encontrada na
gota fica inicialmente mais diluida do que a encontrada no poco, e a diferenca de concentragdo
inicial entre gota e pogo depende da razdo de diluicdo inicial da gota. Este sistema é selado e o
equilibrio é alcangado por meio da difusdo das espécies volateis (dgua e solventes organicos) até que
a pressdo de vapor na gota se iguale aquela do reservatoério (poco). A concentracdo dos precipitantes
na gota aumenta, diminuindo assim a solubilidade da solucdo de proteina e permitindo, em

condicOes favoraveis, a formacdo de cristais.

Figura 40. Formas de cristalizagdo de proteinas por difusdo de vapor: Gota suspensa (hanging drop) e gota
sentada (sitting drop) (figura cedida por Matheus P. Pinheiro).

Inicialmente a concentracdo de proteina utilizada para os experimentos de cristalizacdo era de
10 mg/mL em tampdo tris 50mM pH 8,5 e NaCl 150mM , porém, os experimentos resultaram na

precipitacdo da proteina em todas as gotas dos kits testados, o que nos levou a diminuir a
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concentragdo para 7 mg/mL. Nesta concentragdo ainda observamos que a proteina continuava
precipitando excessivamente, assim, reduzimos ainda mais a concentracdo dos experimentos de

cristalizacdo, que passaram a ser realizados com a proteina a 3,5 mg/mL.

Além da variagdo na concentra¢do da proteina, foram testadas diversos fatores que pudessem
auxiliar na estabilizacdo da enzima, entre eles estdo, a adicdo de agente redutor DTT, para
estabilizacdo das cisteinas, a adicdo do substrato natural da enzima, o malato, adicdo de 0,1% de
detergente Triton, para estabilizar por¢Ges hidrofébicas da proteina, diminuindo agregacdes, e a
adicdo de 10% de glicerol, que aumenta a viscosidade do meio e diminui a agregagdo da proteina,
possibilitando uma maior estabilizacdo da mesma. Dentre todas as condi¢Oes testadas, tanto para
pSmFH, quanto para sSmFH, aquela que se mostrou mais eficiente na estabilizacdo da proteina,
diminuicdo da agregacdo e da formacdo de precipitado foi a adicdo de 10% de glicerol. Este
resultado também se repetiu nos experimentos de DLS, que indicaram que a adicdo de 10% de
glicerol é favordvel a estabilidade da enzima.

Apesar das avaliacdes feitas pelos experimentos de filtracdo em gel e espalhamento dindmico
de luz indicarem que a proteina pSmFH se encontra relativamente homogénea e sem agregacdo e
apesar das modificacdes realizadas terem indicado uma melhora na aparéncia das gotas dos
experimentos de cristalizagdo, ndo foi possivel obter monocristais da proteina de interesse nos

experimentos realizados.

4.9. Modelagem por homologia

Devido as dificuldades na obten¢do de monocristais da proteina de interesse, optamos por
utilizar a técnica de modelagem molecular por homologia para predi¢cao da estrutura tercidria da
SmFH.

Como o processo de obtencdo de cristais € empirico e multivaridvel, nem sempre

controladas, ele muitas vezes se torna o fator limitante para a obten¢do experimental da estrutura.
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No nosso caso, a técnica de modelagem nado teve a intengdo de substituir as técnicas experimentais
de determinagdo estrutural, mas sim de contribuir para o entendimento das caracteristicas
estruturais da enzima SmFH, e as particularidades da mesma com relacdo as outras fumarato
hidratases da classe Il. Através da analise do modelo, a proposta era obter informagdes que
ajudassem a entender o comportamento da enzima quanto a falta de atividade e aos ensaios de
cristalizagao.

Inicialmente, para realizacdo da modelagem por homologia, foi feita uma pesquisa no PDB
(www.pdb.org) por estruturas disponiveis para a enzima fumarato hidratase, onde foi possivel
identificar um total de 21 modelos cristalograficos. Com as estruturas encontradas, foram
selecionadas aquelas que possuiam boa resolucdo e boa qualidade estereoquimica, checada com o
servidor Molprobity. A tabela 7 apresenta as estruturas do PDB selecionadas, juntamente com o

organismo a qual pertencem, a resolucdo e a identidade sequencial com relacdo a SmFH.

Tabela 7: Estruturas utilizadas como molde para a modelagem por homologia, sua identidade sequencial com a
enzima SmFH, e a resolugao.

Estrutura Organismo Identidade (%) Resolugio (A)
1FUQ Escherichia coli 45 2,0
1VDK Thermus thermophilus 45 1,8
3E04 Homo sapiens 49 1,95
3GTD Rickettsia prowasekii 47 2,4
30CE Brucella melitensis 36 2,58
3QBP Mycobacterium marinum 37 1,85
3RD8 Mycobacterium smegmatis 37 2,2
3Tv2 Burholdeira pseudomallei 45 2,1
4ADL Mycobacterium tuberculosis 36 2,2

4HGV Sinorhizobium meliloti 47 2,4
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Foram gerados 6 modelos da SmFHs pelo programa Modeller, com alta similaridade entre
eles. O modelo de melhor estereoquimica foi selecionado e submetido a pequenas modificacdes,
através de intervengdes manuais em regioes inicialmente de ma qualidade. A andlise do modelo final
apresentou resultados satisfatérios, ficando todos os critérios de avaliacdo dentro da faixa de
pontuacdo como 6timo ou bom, ou seja, nenhum critério foi reprovado. Estes critérios incluem a
anadlise de contatos atdmicos, diagrama de Ramachandran, rotdmeros, estereoquimica .

O modelo gerado apresentou um contetdo de estrutura secundaria distribuido em 59,8 % de
a-hélices, 32,4 % de fita-B, e 7,8 % de volta-coil, este valor se encontra préximo do valor estimado
pelos experimentos de CD estimado em 60,8 % de a-hélices, 37,6 % de fita-B, e 5,7 % de volta-coil.

A sobreposicdo dos carbonos a do modelo do monémero da SmFH com as estruturas da
enzima humana (3E04) e da enzima de Mycobacterium tuberculosis (4ADL) é satisfatéria (Figura 41),
com excecbes das regides préoximas ao N e ao C-terminal onde é possivel observar maiores
diferengas. A sobreposicdo do modelo da SmFH com a enzima humana apresentou um RMSD de
1,043 A enquanto o RMSD de sobreposi¢do com a enzima de M. tuberculosis foi de 1,255 A. O desvio
encontrado entre o modelo de SmFH e as estruturas de membros da mesma classe é da mesma

ordem de grandeza das diferencas encontradas quando comparamos as estruturas ja reportadas.
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Figura 41. Sobreposi¢do das estruturas da enzima humana (rosa), de Mycobacterium tuberculosis(ciano) e do
modelo do monémero da SmFH(roxo). Os dois loops em vermelho representam as regides que apresentam as
maiores diferencas entre o modelo e as estruturas usadas como molde.

Quando analisamos a forma monomérica para o modelo de SmFH, as maiores diferengas
observadas entre as estruturas utilizadas como molde e o modelo consistem na presenga de duas
inser¢des modeladas como dois loops (Figura 41) que estdo ausentes nas estruturas reportadas até o

presente momento para enzimas da mesma classe (Figura 42).
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- . Figura 42. Alinhamento das sequéncias da fumarato
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secundaria foi extraida do PDB 1YFE, de E. coli.
estdo os aminoacidos conservados em todas as enzimas. A

Em roxo

regido em ciano corresponde a assinatura da classe. Em
vermelho estd a insercdo presente na sequéncia da SmFH.
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Um dos loops se encontra na superficie da proteina, exposto ao solvente, e é caracterizado
pela presenca de residuos polares, resultando em um dominio protuberante na estrutura cuja
superficie de potencial eletrostatico se mostra bastante carregada (Figura 43). Devido a sua posi¢cdo
relativa a estrutura e ao tamanho desta inser¢do composta de 14 residuos, o modelo prediz uma
regido de alta flexibilidade podendo ser modelado de vdrias maneiras (Figura 41). O mesmo tipo de
inser¢do, embora ndo 100% conservada, é também observada na sequéncia predita para a enzima

fumarato hidratase de Schistosoma japonicum (Figura 42).

Figura 43. Superficie de potencial eletrostatico da proteina SmFH. A insercdo modelada como loop
(regido em sticks), presente na superficie apresenta-se bem carregada, assim, pode assumir diferentes
conformacgdes.

Embora neste momento ndo exista nenhuma evidéncia funcional que justifique a presenca
deste dominio protuberante presente nas enzimas de Schistosoma, especulamos a possibilidade

desta insergdo estar correlacionada com interagdes do tipo proteina-proteina.
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InteragBes entre proteinas sdo fundamentais para controlar a maioria dos processos
celulares como modificagbes pds-traducionais do tipo fosforilacdo, glicosilacdo, metilacdo,
transporte, enovelamento, sinalizacdo, dentro outros. As interacbes entre proteina-proteina
requerem um conjunto de condicdes especificas, seja fraca ou forte, rdpida ou lenta, de forma a
permitir que proteinas se interajam através de uma combinacao de intera¢des hidrofébicas, forcas
de van der Waals, e pontes salinas. A forca da interacao é influenciada pelo tamanho do dominio de

ligacado.

Ainda que muito preliminar, resolvemos submeter a sequéncia referente ao dominio
protuberante para uma analise in silico de forma a investigar o potencial desta insercdo como regiao
de modificacdo pds-traducional. Interessantemente, a busca feita com o auxilio da ferramenta
NetPhos 2.0 (Blom, Gammeltoft e Brunak, 1999) sugere a presenca de um sitio de fosforilagdo para o
residuo T273, presente nesta insercdo (score de 0,980, em uma escala de 0 a 1).Esses resultados,
embora especulativos neste momento, sugerem a realizacdo de futuros experimentos para testar

esta hipotese.

Ja a segunda insercdo, de 7 residuos, resulta na presenca de um loop que se encontra
enterrado entre uma regido de encontro entre trés das quatro cadeias que formam o tetramero.
Caracterizado por aminoacidos de cadeia lateral grande e anéis aromaticos, GKSYHTF, nossos
experimentos de modelagem molecular associados a dinamica molecular evidenciam nitidamente
que a presenca deste fragmento altera o empacotamento na forma tetramérica e induz modificagGes

importantes na regido do sitio ativo (Figura 44).
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Figura 44. Figura em estéreo da sobreposi¢do da estrutura fumarato hidratase de E. coli (cinza), com o
modelo do tetrdmero da SmFH (cadeia A - verde, cadeia B - azul, cadeia C - rosa). Em vermelho estd a insercdo
de 7 aminodcidos encontrada na SmFH.

Ainda tentamos utilizar de uma estratégia visando obter conformacgdes alternativas para o
loop através de técnicas de dindmica molecular com o modelo do mondémero, a qual forneceria
conformacdes alternativas para este loop, que tivessem uma disposicdo mais favoravel a formacdo
do tetramero. Mesmo comas diferentes conformagbes do loop observadas como resultado da
dindmica molecular, uma nova tentativa de gerar o modelo tetramérico foi feita, sem sucesso. O
resultado das nossas analises sugere fortemente que a presenca desta inser¢ao impossibilita a
formacao do tetrametro descrito para as fumarases da classe .

Membros da classe Il das fumarato hidratases sdo identificados pela assinatura
GSSxMxKxNPxxxE (Estevez et al., 2002; Weaver, 2005), essa sequéncia de aminoacidos é conservada
em todas as enzimas da classe, ja na estrutura da SmFH a sequéncia apresentada é
GSSxMxxxxxxxxKxNPxxxE, modificando o padrdo esperado para a classe. A modificagdo desse perfil
descrito influencia ndo somente na dindmica e estabilizagdo da estrutura, mas também no
posicionamento correto dos residuos supostamente diretamente envolvidos na catalise. Esta

observagdo nos levou a um questionamento acerca da presenca desses aminoacidos nessa regido.
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O servidor online do programa BLAST (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) (Altschul et al.,
1997) foi utilizado para procurar sequéncias de proteinas com alta identidade sequencial com a
SmFH, e essa busca revelou que nenhuma das fumarato hidratases encontradas pelo programa
apresenta essa insercdao de aminodcidos na regido da assinatura da classe de enzimas. A figura 43
mostra o alinhamento de algumas dessas estruturas, onde podemos perceber que nenhuma delas
possui a insergao.

Além do Blast com proteinas, também foi feita a busca por sequéncias de shotguns do
genoma do parasito Schistosoma mansoni (http://www.sanger.ac.uk/cgi-
bin/blast/submitblast/s_mansoni), que sdo fragmentos gerados por digestdo enzimatica do DNA
genbmico para o sequenciamento e validacdo de genes extensos. Esta pesquisa também ndo
identificou sequéncias de shotguns que se alinhassem a esta regido identificada no gene
Smp_158240.

Apesar da insercdo se encontrar em uma regido de contato entre as cadeias, ela ndo impede
a formacdo do tetramero, o qual foi confirmado por experimentos de Cromatografia por Exclusao
Molecular e Espalhamento Dindmico de Luz. No entanto, a andlise do modelo tetramérico revela que
como os moldes utilizados para criar o modelo ndo possuem essa inser¢do, o programa forga a
modelagem dos residuos conservados nos mesmos lugares dos moldes, causando os problemas de
contatos atdmicos muito préximos nos residuos da insercdo. Esse fato sugere que na realidade os
residuos envolvidos com a catdlise ndo adquirem o posicionamento adequado devido a insercdo de 7
aminodcidos, o que provavelmente afeta a catalise enzimatica. Tal fato pode explicar a falta de
atividade apresentada pela enzima.

Desta forma, os nossos resultados de cinética enzimatica onde foi observada a baixa ou falta
de atividade fumardsica para o produto do gene Smp_158240, somado aos resultados de modelagem
e dinamica molecular e busca por shotguns sugerem fortemente que existe um erro na sequéncia do

gene codificador da enzima fumarato hidratase depositada no banco de dados. Essa nossa hipdtese é
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fortalecida, quando comparamos também com a sequéncia da proteina homéloga de Schistossoma
japonicum, que nao apresenta esta insercdo nesta importante regido da proteina(Figura 43).

A possibilidade da sequéncia do gene Smp_158240 estar errada se torna agravante em nosso
caso, pois como apresentado nos resultados, a sequéncia do gene depositada foi utilizada para
planejar o oligo sintético e expressar nossa proteina em estudo, uma vez que nao foi possivel
amplificar o gene a partir do cDNA.

A amplificacdo do gene, por nds predito como correto, se encontra em andamento, assim
como novas tentativas de amplicar o gene a partir do cDNA.

Embora frustrante, os resultados obtidos ressaltam a importancia das anadlises in silico e da
predicdo da estrutura tercidria para a compreensdo dos dados experimentais. Além disso, alerta para

confiabilidade nas sequéncias depositadas nos bancos de dados de genomas.
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5. Conclusoes

Diferentes espécies do parasita Schistossoma sao responsaveis pela esquistossomose, uma
doenga considerada negligenciada, sem tratamento eficaz e que acomete milhGes de pessoas em
todo mundo. Em particular, a esquistossomose constitui um sério problema de saude publica no
Brasil, obervada em 19 estados e dentro de um contexto de severa limitagdo socioeconémica

Dentro dessa dura realidade, a Academia tem tido um papel importante na identificacdo e
validacdo de alvos macromoleculares, assim como, na busca de moléculas bioativas como protdtipos
para o desenvolvimento de novas terapias e dentro desse contexto o nosso laboratdrio se interessou
por avaliar o potencial da enzima fumarato hidratase como alvo para o planejamento de novos
farmacos anti esquistossomose.

Como etapa crucial para atingir nossos objetivos, o presente projeto tinha inicialmente a
meta de caracterizar a enzima fumarato hidratase do parasita Schistosoma mansoni através da
combinacdo de técnicas bioquimicas, biofisicas e estruturais. Sendo assim, o gene depositado no
genedb com cdédigo Smp_158240, e predito como codificador das enzimas fumarato hidratase, foi
clonado nos vetores de expressdao pET28a e pETsumo, a proteina em ambas as construgdes foi
expressa em BL21(DE3) de Escherichia coli e purificada por cromatografia de afinidade em resina Ni-
NTA Agarose, fornecendo rendimento e pureza satisfatorios.

Os experimentos de DLS e filtragdo indicaram que a enzima apresenta o tamanho e o estado
de oligomerizagdo compativeis com os valores descritos para enzimas da mesma classe. Além disso,
nos pHs de 6, 6,5 e 7 ndo se detectou a presenca de agregados, indicando maior estabilidade
estrutural. Também foi possivel observar pelos experimentos de DLS que a alta concentracdo de
NaCl, a troca de NaCl por KCl e a adicdo de tacsimato ndo sdo favoraveis a estabilidade da enzima,
enquanto a adi¢do de glicerol auxilia na estabilidade da mesma.

Os estudos de dicroismo circular revelaram que a pSmFH possui o conteldo de estrutura
secunddria de 60,8 % de a-hélices, 5,7 % de fita-B e 37,6 % de coil-turn, o qual se aproxima do
calculado para as enzimas que possuem estrutura ja resolvida. Porém , a enzima nao se mostrou
estavel a altas temperaturas, com temperatura de transicdo de Tm = 315,95 K = 42,8°C, sugerindo
que a termoestabilidade a altas temperaturas ndo pode considerada uma assinatura para descrever
enzimas da classe Il das fumarases.

Mesmo apds a variacao de diversos parametros como pH do meio, quantidades de substrato
e de enzima, meio de expressdo e vetor de expressdo, a dificuldade em detectar atividade para a
enzima SmFH impediu a realizacdo da caracterizacdo cinética da enzima SmFH.

Apesar dos resultados promissores dos experimentos de DLS, filtracdo em gel e estimativa do

conteddo de estrutura secunddria da SmFH, alguns resultados obtidos, como a dificuldade em
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detectar atividade, a falta de estabilidade em altas temperaturas e a elevada agregacdo e
precipitacdo da enzima nos ensaios de cristalizacdo, sugeria que a proteina ndo se encontrava
estruturalmente estavel. No decorrer do trabalho realizado, varias etapas apresentaram problemas
gue se tornaram entraves ao desenvolvimento do projeto, levando algum tempo para que pudessem
se resolver. Inicialmente, o primeiro problema enfrentado foi a dificuldade na obtencao do cDNA do
parasita Schistosoma mansoni, sem saber o motivo do insucesso, os experimentos foram repetidos
varias vezes, até que se decidisse pela solicitacdo do gene sintético. Em seguida, mesmo com o gene
sintético, a clonagem em vetor pET28a também apresentou problemas, pois os passos de digestao,
ligacdo, transformacgao e PCR de colbnia foram repetidos inUmeras vezes, sem sucesso na obtengao
do clone, este processo também tomou muito tempo, até que se optou pela utilizacdo de uma
amostra do vetor contendo um fragmento ja no sitio multiplo de clonagem, o que evitou o
religamento do vetor e possibilitou a obtencdo clone. Os passos de expressado e purificagdo, apesar
de terem passados por otimizacdo, foram realizados sem grandes dificuldades. Por fim, apesar de a
proteina estar pura e soluvel, ambas pSmFH e sSmFH ndo apresentam reprodutibilidade nos
experimentos de atividade.

Devido a dificuldades na obtencdo de cristais da SmFH, bem como no monitoramento da
atividade da mesma, optou-se pela predicdo de um modelo tridimensional para a proteina em
estudo através do uso de modelagem molecular por homologia. Nossa ideia era ndo somente
mapear a estrutura da enzima do parasita, mas também buscar por bases estruturais que
justificassem a perda de atividade.

O modelo obtido revelou que, além de pequenas variagdes locais, duas regides se destacam
como bastante diferentes entre a proteina codificada pelo gene Smp_158240 e as estruturas
conhecidas para membros da mesma classe. A primeira regido se caracteriza por um insercdo de 14
residuos que resulta na formacdo de um dominio protuberante, exposto ao solvente e que
especulamos a possibilidade de estar envolvida em mecanismo de interagdo proteina-proteina.

A segunda regido, que corresponde a uma insercao de 7 residuos, esta localizada na regido
do sitio ativo, onde ha o encontro de trés das quatro cadeias do tetramero, e por possuir residuos
grandes, afeta a estereoquimica da regido, que ndo possui espaco para comportar tais residuos. Além
disso, a presenca dessa inser¢do no sitio ativo revelou que ndo é possivel que os aminodacidos
adquiram a conformagdao adequada para a catdlise, fato que pode explicar a falta de atividade
observada.

Essa observagao nos levou a questionar a presenca dessa insercao. Inicialmente, a busca por
sequéncias de shotgun do genoma do parasito S. mansoni nao identificou a presenca de tal insergao.
Além disso, a analise da estrutura primadria para as enzimas da mesma classe revelou um padrao de

sequéncia de residuos bastante conservada para essa regido, onde esta inser¢do ndo se encontra
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presente. Estes resultados, somado as nossas evidéncias experimentais fortalecem a hipdtese de que
esta insercdo efetivamente ndo existe e que a sequéncia no banco de dados sob o cédigo
Smp_158240 apresenta erros.

Os nossos achados foram comunicados aos responsaveis pelo depdsito dos dados, que estd
em fase de andlise. Em paralelo, a sequéncia que julgamos ser correta sera utilizada para uma nova
etapa desse projeto e que consiste na clonagem, producdo heterdloga e ensaios de caracterizacao

bioquimica e biofisica.
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