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RESUMO

VARGAS, J. A. Caracterizacao estrutural e funcional de trés enzimas com potencial uso
biotecnoldgico da rota biossintética D-manose/L-galactose do é&cido L-ascérbico de
Myrciaria dubia “camu-camu”. 2022. 122p. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias) — Instituto
de Fisica de Sao Carlos, Universidade de Séo Paulo, Sdo Carlos, 2022,

Myrciaria dubia (Kunth) McVaugh, conhecida como “camu-camu” ou “araca d’agua”, é uma
fruta nativa da Amazonia, caracterizada por seu alto teor de L-Acido Ascérbico (Vitamina C
ou AsA). Devido a esta propriedade, as enzimas que participam da biossintese de AsA poderiam
ter potenciais aplicacdes biotecnoldgicos para a producdo artificial de AsA. No entanto, a
biologia estrutural das enzimas envolvidas tem sido bem pouco explorada. Aqui, descrevemos
as propriedades biofisicas, funcionais e estruturais para trés enzimas da via D-manose/L-
galactose (Smirnoff & Wheeler). As enzimas foram purificadas por cromatografia de afinidade
e exclusdo molecular. GDP-D-manose-3’,5’-epimerase (MdGME), que catalisa uma dupla
epimerizacdo da GDP-manose para produzir GDP-L-galactose e GDP-L-gulose, provou ser um
dimero em solucdo, suas estruturas cristalograficas foram resolvidas complexadas, sua forma
apo (2,5 A, ligada a NAD") e holo (1.25 A ligada a NAD*/substrato/produto). A L-galactose
desidrogenase (MdGDH) e L-galactono-1,4-lactona desidrogenase (MdGalDH) provaram ser
monoméricas em solucdo. MAGDH apresentou uma atividade catalitica com um Kp de 0,128
mM e pH o6timo de 7. Demostramos que a inibicdo por AsA em MdGDH é devido a mudancgas
no pH e ndo necessariamente por uma inibi¢cdo competitiva pelo sitio ativo como foi reportada
para a enzima homologa de espinafre (SOGDH). A estrutura cristalografica de SOGDH foi
resolvida a 1,4 e 1,75A em suas formas apo e holo (ligado a NAD"), respectivamente.
Finalmente a MdGalDH apresentou uma atividade catalitica com um Ky, de 0,044 mM e pH
6timo de 8 e apresentou uma inibicdo pelo proprio substrato. A estrutura cristalogréfica foi
resolvidaa 2,1 A. O presente trabalho contribui para uma compreensio mais amplo das relacoes

estrutura-funcdo das enzimas envolvidas na sintese da vitamina C.

Palavras-chave: Estrutura cristalogréfica. Biossintese de vitamina C. Cinética enzimaética.

Espinafre. Myrciaria dubia “camu-camu.”






ABSTRACT

VARGAS, J. A. Structural and functional characterization of three enzymes with potential
biotechnological use from the D-mannose/L-galactose biosynthetic pathway of L-ascorbic
acid from Myrciaria dubia “camu-camu”. 2022. 122p. Dissertation (Master of Science) —
Instituto de Fisica de Sdo Carlos, Universidade de Sdo Paulo, Sdo Carlos, 2022

Myrciaria dubia (Kunth) McVaugh, known as “camu-camu” or “aracé d’agua”, is a fruit native
to the Amazon, characterized by its high content of L-Ascorbic Acid (Vitamin C or AsA). Due
to this property, the enzymes that participate in the biosynthesis of AsA could have potential
biotechnological applications for the artificial production of AsA. However, the structural
biology of the enzymes involved has been poorly explored. Here, we describe the biophysical,
functional, and structural properties for three enzymes of the D-mannose/L-galactose pathway
(Smirnoff & Wheeler). The enzymes are purified by affinity chromatography and molecular
exclusion. GDP-D-mannose-3",5"-epimerase  (MdGME), which catalyzes a double
epimerization of GDP-mannose to produce GDP-L-galactose and GDP-L-gulose, proved to be
a dimer in solution, its crystallographic structure was solved, in both its apo (2.5 A, bound to
NAD") and holo (1.25 A bound to NAD*/substrate/product) form. L-galactose dehydrogenase
(MdGDH) and L-galactono-1,4-lactone dehydrogenase (MdGalDH) proved to be monomeric in
solution. MdAGDH showed a catalytic activity with a Ky of 0.128 mM and an optimal pH of 7.
We show that inhibition by AsA in MdGDH is due to pH changes and is not necessarily due to
a competitive inhibition at its active site as reported for the homologous enzyme of spinafre
(SoGDH). The crystallographic structure of SOGDH was solved at 1.4 and 1.75A in its apo and
holo (NAD*-bound) forms, respectively. Finally, MdGalDH showed a catalytic activity with a
Km of 0.044 mM and an optimal pH of 8 and was inhibited by its own substrate. The
crystallographic structure was solved to 2.1 A. The present work contributed to a broader
understanding of the structure-function relationships of enzymes involved in the synthesis of

vitamin C.

Keywords: Crystallographic structure. Biosynthesis of vitamin C. Enzymatic kinetics. Spinafre.

Myrciaria dubia “camu-camu.”
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CAPITULO |

1 INTRODUCAO E OBJETIVOS
1.1 Aspectos gerais do Acido L-Ascorbico (Ascorbato ou AsA)

Desde sua descoberta ha 90 anos, o acido L-ascorbico ou ascorbato (AsA, “L-threo-hex-2-
enono-1,4-lactone ), também chamado como vitamina C, 12 é um importante acido organico
que se caracteriza por atuar como agente redutor em mono e dioxigenases mantendo 0s metais
em um estado reduzido. Além disso, participa dos fatores de liberagdo do horménio do
crescimento, corticotrofina e tirotropina, etc. > Como cofator atua nos processos de

hidroxilagdo da biossintese de carnitina e de residuos dos aminoéacidos de prolina e lisina. *

Estruturalmente o AsA apresenta um anel quase planar com cinco membros, com dois
centros quirais que se resolvem nos quatro estereoisdmeros, com uma massa molecular
estimada de 176,12 g mol™, densidade de 1,65 g cm=, solivel em &gua (> 30 g por 100 mL)
e variavelmente solvel na maioria dos alcoois e glicdis de cadeia curta (1-5 g por 100 ml). *

A propriedade quimica mais importante do acido ascorbico € a sua oxidacao reversivel em
acido semideidroascorbico e em &cido desidroascorbico. Todas as agdes conhecidas e
postuladas até 0 momento sdo contabilizadas por uma Unica propriedade que é ser um doador
de elétrons e, portanto, um agente redutor. “> Sob condig@es fisioldgicas >99% do AsA ¢
encontrada na forma de anion ascorbato, podendo doar sequencialmente dois elétrons da
ligacdo dupla entre os carbonos dois e trés. A perda do primeiro elétron (oxidagédo) produz o
radical ascorbato (acido semidehidroascorbico). Alguns radicais livres reativos produzidos
por processos bioldgicos podem ser prejudiciais devido a sua natureza altamente reativa,
porém estes podem ser reduzidos pelo acido ascérbico, sendo este convertido (oxidado) no
radical ascorbato. ® Podendo, o radical ascorbato ser novamente AsA, alternativamente, ele
também pode perder um segundo elétron (oxidado) para formar acido desidroascérbico. 46 O
acido desidroascorbico é hidrolisado, com ruptura irreversivel do anel para formar o acido
2,3-dicetoguldnico, cujos produtos incluem oxalato, treonato e possivelmente xilose, &cido
xilénico e &cido linxénico. Analogos halogenados da vitamina C podem ser oxidados em &cido

bromo desidroascarbico e acido iodo desidroascorbico (Figura 1). *
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Acido semidehidroascérbico
Hemicital biciclico

OH
Radical ascorbato

Acido L-ascérbico Anion L-ascorbato Radical ascorbato Acido semidehidroascérbico

6 6
CH,Br CH,Br ruptura do anel
2 2 hidrolitico
H
Acido oxalico ‘I:HZOH o
Lolose HCOH
Acido L-trednico | |
? L-eritrulose “—— HCOH c=0
Acido L-lixénico N /
OH OH Acido L-xilénico c——=cC
6-bromo ascorbato 6-bromo-semide (|:|’ g

hidroascorbico
Acido-2,3-diceto-L-gulénico

Figura 1- Formas quimicas do acido ascérbico e andlogos halogenados do AsA.

Fonte: Adaptada de PADAYATTY etal. *

O AsA pode atuar como um sequestrador de radicais livres em reacGes envolvendo espécies
reativas de exigénio (ROS), eliminando facilmente espécies reativas de oxigénio e nitrogénio
(superoxido, hidroperoxila, peroxinitrito e nitréxido), além de estar associado com a protecao

de lipidios, acidos nucleicos e proteinas contra oxidantes. "8

Por outro lado, o0 metabolismo do AsA é muito complexo. O modo de ingresso as células,
que é dependente do Na*, e seu acimulo celular é devido aos sistemas celulares de reducado
de dehidroascorbato (DHA). O sistema enzimatico acessorio necessario para reduzir o
potencial de acumulagdo transitoria do radical ascorbato, fez com que 0s organismos
evoluissem para manter o AsA em sua forma reduzida. Nas plantas, sabe-se que a
desidroascorbato redutase (DHAR) catalisa a regeneracdo do acido ascorbico a partir do seu
estado oxidado e serve como um importante regulador da reciclagem do AsA. Em células
animais, DHAR também € reconhecido por sua atividade intrinseca de tioltransferases
(glutarredoxinas) e proteina dissulfeto isomerase. °
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Como efeito, o0 AsA é um dos nutrientes que possui maior importancia nos sistemas
essenciais aos seres vivos e gracgas a sua capacidade antioxidante no homem, faz com que seu
mecanismo de acdo seja de importancia global nos diversos processos fisioldgicos,
imunoldgicos e bioldgicos. O resultado é proporcionar a melhoria em algumas doencas, como
por exemplo seu efeito na geracdo de respostas imunoldgicas, a epigenética, a diabetes, o

escorbuto e recentemente seu efeito positivo na doenca do Alzheimer. °

Além disso, 0 AsA também apresenta um importante papel na agricultura, bioinddstria e
nutricdo, sendo sintetizada como suplementos vitaminicos, preparacfes farmacéuticas,
cosméticos (estimulante para a producdo de coldgeno) e atualmente exploradas no
processamento de diversos alimentos. 1®1* Atualmente, a maior parte do AsA fabricada
comercialmente é sintetizada através do processo quimico de fermentacdo de Reichstein &
Grussner. * A fabricacdo do AsA baseia-se na conversio D-glicose a AsA mediante uma série
de etapas quimicas e uma fermentacdo bacteriana para a conversdo de D-sorbitol em L-
sorbose. ® No geral, o método apresenta a vantagem de ter uma aplicabilidade de
desenvolvimento, mas com sérias limitagdes enquanto a sua baixa eficiéncia, alta demanda
energética e sobretudo pelos danos ambientais que causa com o uso dos diversos insumos
quimicos (acetona, &cido sulfurico e hidréxido de sédio) que fazem parte do processo de
sintese. 1% Esses e outros fatores econdmicos geraram um interesse substancial na exploragio

de biotransformag@es microbianas na fabricagdo de AsA. 1

Os avangos na bioquimica, tecnologia do DNA recombinante e a revolucdo genémica
acrescentaram metodos alternativos com o objetivo de minimizar as limitac6es do método de
Reichstein. Processos de fermentacdo foram melhorados com a adicdo exdgena de cofatores
ou nutrientes, 1 de reconstrugio dos microrganismos auxiliares, 67 de otimizagio da via
metabolica dos microrganismos de producéo, *¥2° de desenhos de novos sistemas de co-
cultura de linhagens auxiliares, 2!?> mas nenhum conseguiu resolver ou suplantar as

limitacbes do método de Reichtein & Grussner.

Dada a importancia e aplicabilidade do AsA nos diferentes processos agricolas, industriais
e farmacéuticos, esforcos recentes foram desenvolvidos com ajuda da engenharia de proteinas,
engenharia metabdlica e das estratégias de biologia sintética. 12 Trabalhos como a
construcdo de linhagens capazes de sintetizar AsA foi reconstruida em Sacharomyces
cerevisiae. Cinco genes exodgenos de Arabidopsis foram introduzidos nas células do chassi

(méaquinas minimas auto-replicantes) para obter a cepa YLAA, encarregada de abrigar a
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biossintese de AsA, %% mas a producdo continua sendo baixo. De forma semelhante, em
Kluyveromyces lactis, realizou-se a construcdo de plasmideos modificados mediante a
integracdo dos genes da via da L-galactose de A. thaliana, para avaliar um processo de
fermentagdo sem usar precursores de isdmeros “L” no meio de cultura, resultando na producao
de AsA na auséncia de quaisquer precursores de AsA como intermediarios de L-galactose, L-
galactono-1,4-lactona ou L-gulono-1,4-lactona no meio de crescimento. No entanto, a
producdo com o0s precursores naturais (exemplo: L-galactose) foi 3 vezes maior, o que resulta

ainda em um elevado custo de produgdo. %

Por outro lado, a sintese em grande escala do AsA por microalgas ainda apresenta um
elevado custo, devido ao cultivo que é usado na producdo, sendo superior ao cultivo dos
microrganismos. 2 Portanto, ha necessidade de desenvolver um processo de biossintese eficaz
de AsA, acessivel e amigavel com o meio ambiente. Avancos recentes sobre a biossintese em
plantas poderiam ser usados para direcionar os esforcos na compreensdo dos mecanismos
subjacentes a este processo complexo. Portanto, estudos sob condi¢bes que estimulam a
producdo e acumulo de AsA s&o necessarios para fornecer uma visdo biotecnoldgica da

producdo do AsA a nivel industrial. 2

1.2 Biossintese do AsA

A maioria dos animais (anfibios, répteis, aves e mamiferos) sdo capazes de sintetizar o AsA
a partir da glicose no rim ou figado. No entanto, em muitos invertebrados, peixes teledsteos,
algumas espécies de mamiferos (morcegos frugivoros) e na maioria dos primatas, incluindo o
homem, perderam a capacidade de sintetizar o AsA, por possuirem um gene ndo funcional.
414.21-28 Esta deficiéncia foi localizada pelo actimulo de varias mutagdes no gene que codifica,
L-gulono-1,4-lactona oxidase (GuLO, EC. 1.1.3.8), a ultima enzima que catalisa a etapa
terminal na sintese do AsA. Em animais capazes de sintetizar o AsA, a biossintese ocorre
apenas em alguns tipos celulares, chegando a ser muitas vezes insuficiente. Portanto, os
alimentos vegetais sdo a principal fonte deste micronutriente essencial para 0s organismos
vivos, especialmente para os humanos. 1**’ Na maioria dos mamiferos, quando o AsA é
consumido na dieta, o ileo e o jejuno sdo os principais locais de absor¢do. As necessidades
sdo atendidas com uma ingestdo de 20 a 80 mg por 1.000 kcal, mas grande parte da dose

absorvida (>50%) ndo é metabolizada. °
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Atualmente, nas plantas, existem maltiplas rotas biossinteticas para a produgdo do AsA, 2°-32
embora ainda ndo seja claro quantas destas s@o relevantes fisiologicamente. Até agora a via
D-manose/L-galactose é a mais estudada, 3 conhecida também como a via de Smirnoff-
Wheeler (SW), e a mais respaldada por estudos bioquimicos e genéticos 2283 (Figura 2). A
D-manose-1-fosfato é convertida em AsA mediante seis enzimas, a GDP-D-manose
pirofosforilase (GMP, E.C. 2.7.7.13) que converte a D-manose-1fosfato em GDP-D-manose,
que subsequentemente é epimerizada pela GDP-o-D-manose-1",5"-epimerase (GME,
E.C.51.3.18) em GDP-L-galactose. GDP-a-D-manose e GDP-L-galactose s&o
adicionalmente usadas na sintese de polissacarideos da parede celular e glicosilagdo de
proteinas, interconectando assim a via SW com a biossintese da parede celular. 2" O préximo
passo é catalisado pela GDP-L-galactose fosforilase (GGP, E.C. 2.7.7.69), produzindo L-
galactose-1-fosfato. Esta etapa tem sido postulada como ponto de controle da via. 23+ Em
seguida, L-galactose 1-fosfato fosfatase (GPP, E.C. 3.1.3.25) e outras fosfatases nao
identificadas, 2"*3" transformam L-galactose 1-fosfato em L-galactose. A L-galactose (L-
gal) é entdo oxidada a L-galactono-1,4-lactona (L-galL) pela L-galactose desidrogenase
(GDH, E.C.1.1.1.3.16). Acredita-se que todas essas etapas ocorram no citosol, enquanto a L-
galactono -1,4-lactona atravessa a membrana externa da mitocondria para ser oxidada pela L-
galactono 1,4-lactona desidrogenase (GalDH, E.C. 1.3.2.3), componente integral do complexo

1 de transporte de elétrons mitocondrial na membrana interna das plantas. 8
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Figura 2 - Vias metabdlicas para biossintese e reciclagem de vitamina C em M. dubia. A via Biossintética de D-

manose/L-galactose (SW) esta indicada em azul: As etapas catalisadas por GDP-manose-3’,5’-
epimerase (GME), L-galactose desidrogenase (GDH), L-galactona-1,4-lactona desidrogenase
(GalDH) esta indicada em vermelho. mIM= membrana interna da mitocéndria, mIMS= Espago
intermembrana da mitocondria, mMOM= membrana externa da mitocéndria. Os nomes das demais vias
estdo indicados em cores diferentes.

Fonte: Elaborada pelo autor.

1.3 Enzimas chaves da via D-manose/L-galactose

Até hoje os esforcos foram aplicados na compreensao da biossintese da vitamina C através

das enzimas que participam na via de SW, os quais foram o foco de estudo nos dltimos 20

anos. No momento existem no minimo trés postulados como enzimas chaves na regulacdo da
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via SW, GME, GDH e GalDH. Os papéis de GME, GDH e GalDH em sua maioria foram
relatados a partir de Arabidopsis thaliana, Oriza sativa e Actinidia deliciosa (kiwi),
comumente utilizadas como organismos modelos. Estas espécies de plantas sdo diferentes
enquanto a suas caracteristicas bioquimicas, fisioldgicas e genéticas, mais diferente ainda na

producéo de AsA.

1.3.1 GDP-manose-3’,5’-epimerase (GME)

A primeira atividade reportada para GME foi ha 55 anos nos organismos de Helix pomatia
e Chorella pyrenoidosa, %% mas somente no inicio do século 21 que estudos de
caracterizacdo bioguimica para plantas, foram relatadas para a planta modelo de Arabidopsis
thaliana (At). “** A identificacdo de dois produtos da epimerizacdo da GDP-D-manosse
catalisados pelo GME levou a propor uma via alternativa de biossinteses de AsA em plantas
3344 No entanto, GDP-D-manose além de ser o substrato do segundo passo da biossintese de
AsA, é também um precursor conhecido da sintese de D-manose, L-fucose e L-galactose e,

portanto, também da pectina ramnogalacturonan-11 (RG-11) e das hemiceluloses. °

A interconexdo entre a biossinteses de AsA e do polissacarideo da parede celular, faz com
que o GME seja um regulador chave destes mecanismos. “6° No entanto, as evidéncias
experimentais em apoio a essas hipoteses sdo limitadas. Atualmente, estudos de expressao
em GME mostraram relagéo significativa com o aumento do contetido de AsA nas plantas, >*-
53 sugerindo uma estratégia de regulagio do contetido de AsA para aliviar o estresse abiotico.
47 GME é a proteina mais conservada da biossintese de AsA, *4°* e as analises evolutivos

revelaram que o gene de GME pode possuir mais de um transcrito em algumas plantas. 448

GME de Arabidopsis thaliana foi reportada como a primeira estrutura cristalografica da
via de SW faz 17 anos. > Apos resolvida a estrutura, estudos de caracterizagdo bioquimica e
fisiologicas foram realizados em outras espécies de plantas, como, Oryza Sativa L, Solanum
lycopersicum, “%°" e variantes de kiwi (Actinidia rufa e Actinidia deliciosa). *® Estudos
recentes detectaram a producdo de GDP-Altrose pelo GME, este novo nucleotideo-agUcar
seria o terceiro produto de GME, enzima extremamente especial e interessante, pelo fato dela
produzir trés produtos em uma mesma reacdo. Atualmente as epimerases em geral sdo de suma
importancia para a sintese de acgucares raros. Estudos feitos em Methylacidiphilum
fumariolicum cepa solV(organismo termofilico) a caracterizaram como um biocatalizador

industrial para a producdo de L-aglcares e derivados. 5% Neste sentido, informacdes
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estruturais de outras GMEs precisam ser desenvolvidas para um melhor entendimento e
aplicacdo industrial desta enzima, faz quase duas décadas desde que a primeira e ultima

estrutura foi resolvida. 41:°°

1.3.2 L-galactose desidrogenase (GDH)

A GDH catalisa a oxidacdo da L-galactose (L-gal) na posicdo C1 para produzir L-
galactono-1,4-lactona (L-galL) na pendltima etapa da sintese de AsA pela via SW. Esta
enzima é reconhecida como uma das mais importantes na regulacdo da biossintese de AsA.
336162 Estudos bioquimicos foram realizados a partir de folhas ou expressdo heteréloga em
diferentes espécies de plantas, como L-galactose desidrogenase de Pisum sativum (PsGDH),
Arabidopsis thaliana (AtGDH), Spinacia oleracea (SOGDH) e Actinidia deliciosa (AdGDH)
61-63 Com base nestes estudos, demonstraram que GDH possui uma alta afinidade e
seletividade para L-gal com um K, variando de 0,08-0,43 mM e com preferéncia por NAD™*
no lugar de NADP* como seu cofator. 8- Além disso, 0 AsA demonstrou-se inativar lenta e
irreversivelmente a enzima GDH, atuando como um inibidor de feedback através da inibigéo
competitiva com o substrato. Isso sugere que a GDH pode desempenhar um papel significativo
na regulacio da biossintese de AsA em plantas. 62 Os estudos estruturais desta enzima foram
limitados, porém, recentemente os investigadores Momma & Fujimoto disponibilizaram duas
estruturas no PDB (7EZL e 7EZI) de GDH de Oriza sativa (OsGDH), % mas as caracteristicas

estruturais de OsGDH ainda ndo foram descritas na literatura.

1.3.3 L-galactono-1,4-lactona desidrogenase (GalDH)

A etapa final da biossintese de AsA exige a oxidacdo da L-galL a AsA, em uma reacdo que
é catalisada pela L-galactono-1,4-lactone desidrogenase (GalDH). Essa reacdo ndo € acoplada
a nenhum par de coenzimas, de modo que media a oxidacdo de dois elétrons de L-galL em
AsA com a reducio concomitante de Citocromo C (Cc). % GalDH é uma flavoenzima de
membrana integral da membrana mitocondrial interna onde transporta elétrons para a cadeia
de transporte de elétrons via Cc. %% GalDH e outras aldonolactonas oxidorreductase
pertencem & familia de flavoproteinas vanilil-alcool oxidase (VAO). % Os membros desta
familia compartilham uma topologia de enovelamento de dois dominios compreendendo um
dominio de ligacdo FAD N-terminal conservado e um dominio Cap C-terminal que determina
a especificidade do substrato. O sitio ativo esta localizado na interface dos dominios. ">t A

maioria das aldonolactonas oxidorreductases sdo oxidases produtoras de perdxido de
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hidrogénio contendo FAD ligado covalentemente, enquanto GalDH reage mal com oxigénio
molecular e contém FAD ligado de forma n3o covalente. > Além de produzir L-ascorbato,
GalDH ¢ importante para o funcionamento correto das mitocondrias vegetais, " e necessaria
para 0 montagem do complexo respiratdrio | das plantas. 38%>6” A GalDH foi estudada em
varias espécies de plantas como por exemplo: Solanum lycopersicum (SIGalDH), 7
Arabidopsis thaliana (AtGalDH), %7277 Triticum aestivum (TaGalDH), %76 Ipomoea
batatas L., cv. Kintoki (IbGalDH), ”’ Brassica oleracea , var. botrytis (BoGalDH), @
Nicotiana sylvestris (NiGalDH),%" e Capsicum annuum L (CaGalDH). % O produto primario
de traducéo de GalDH tem uma massa molecular de aproximadamente 68 kDa (possui um
sinal peptideo), mas é processado em uma proteina madura de 56 a 58 kDa. ®° GalDH mostrou
uma alta afinidade pelo seu substrato natural L-galactono-1,4- lactona (L-galL), e baixa
afinidade pelo substrato andlogo L-gulono-1,4- lactona (L-gulL). Recentemente a Unica
estrutura de GalDH foi resolvida como parte do complexo respiratorio | (complexo 1) de
Brassica oleracea, 3 mas com uma baixa resolucéo (3.8 A). Embora nos Gltimos 10 anos os
estudos realizados em GalDH a partir de varias fontes de plantas tenham sido muito relevantes,
informacgdes como as diferencas na ligacdo do cofator, a especificidade pelo substrato e os
residuos importantes do sitio ativo ainda ndo foram explorados. Além disso, ainda ndo ha na

literatura uma descricdo detalhada da estrutura 3D de GalDH de qualquer espécie.

1.4 Vitamina C em Myrciaria dubia (Kunth) McVaugh (camu-camu)

Myrciaria dubia (Kunth) McVaugh, também conhecida como “camu-camu” ou “araga d’
agua”, é um tipico arbusto frutifero nativo encontrado nas florestas tropicais da Amazonia. "
Em seu ambiente nativo, a arvore pode atingir de 4 a 8 m de altura, podendo permanecer até
seis meses submersa na agua, e cresce naturalmente na area de varzea. Além da regido
amazonica, a espécie é encontrada nos estados do Para e Rondonia (Brasil). 88! Os frutos séo
globulares, medem de 1,0 a 3,2 cm de diametro, pesa de 2 a 20 g, possuem de uma a quatro
sementes por fruto e 50 a 55% de polpa branca com casca fina e brilhante, que varia do rosa
ao vermelho escuro ou mesmo roxo escuro quando é totalmente maduro. 88283 populagGes
naturais desta espécie crescem em areas densas expostas a inundagdes de cdrregos e nas
margens de rios, lagos ou pantanos da regido amazonica (Per, Brasil, Colémbia, Equador e
Venezuela), 882 mas a maior concentragdo das populag@es naturais e fonte de variabilidade
genética, é encontrada na regido de Loreto da Amazonia peruana. ' Varias partes da planta

sdo usadas na medicina tradicional no tratamento de doencas agudas e cronicas,®* por
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exemplo: asma, arterosclerose, catarata, depressdo, gripe, gengivite, glaucoma, hepatite,
infertilidade, enxaqueca, osteoporose, mal de Parkinson, anti-inflamatorio, diabetes e malaria.
198587 Alguns de esses atributos benéficos sio bem apoiados por estudos in vitro e in vivo,

bem como ensaios clinicos em humanos. 8

Geneticamente, a planta é caracterizada por um genoma diploide com diversidade genética
moderada, apresenta uma notavel capacidade de biossintetizar e acumular quantidades
importantes de uma variedade de fitoquimicas promotores de salde, especialmente
antioxidantes, o que tornou os frutos de camu-camu de interesse para as industrias
farmacéuticas, cosmética e alimenticia. 8 Sua importancia econdmica mais sobressaliente
estd no alto teor de vitamina C nas frutas, o qual varia entre tecidos e estados de maduracao
do fruto, com uma concentragio maior na casca entre 0,96-3,1 por g/100 g de polpa. '9:82-83.8°
Em comparacéo, as espécies de plantas consideradas referéncias de teor de vitamina C, como
laranja ou kiwi, apresentam concentracdes de apenas 0,05 g e 0,085 g/100 g de polpa
respectivamente, % é por isso que camu-camu é considerada uma das mais ricas fontes de AsA
de todas as espécies vegetais. ** Além do AsA e antocianinas, pelo menos 30 flavonois
glicosideos (polifendis em torno de 739 mg.1001g de peso corporal) parecem contribuir para

a capacidade antioxidante global da polpa do fruto de camu-camu. 8%2

Suas propriedades e usos o tornaram uma espécie de planta muita valiosa para a economia.
A fruta é consumida naturalmente ou processado (polpa, sucos, geleias, etc.) e precisamente
a polpa congelada é exportada para o Jap3o, Asia, Europa e Estados Unidos, sendo utilizado
como principal produto de valor agregado para as diferentes industrias ja mencionadas acima
980 (Figura 3). Na industria alimenticia é comumente usado para bebidas mistas para
aumentar o teor de vitamina C e sua polpa € utilizada em sucos, néctar, geleia, sorvete, bala,
iogurte, barra de cereais e bebidas alcoolicas. "*819-% Na indstria cosmética, tem sido usado
em xampus e protetor solar. "® Na industria farmacéutica, para produzir comprimidos e
capsulas como fonte natural de vitamina C. % Atualmente a crescente demanda industrial
do camu-camu supera a oferta, 0 que sugere aumentar areas de cultivos, uso de tecnologia
para evitar perda do fruto apds a colheita & ou novas formas de obter os derivados que elas
produzem naturalmente mediante melhoramento genético, planejamento industrial e técnicas

biotecnoldgicas, com énfase nas vias metabolicas.
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Figura 3 - Fruto de Myrciaria dubia “camu-camu,” fitoquimicos ativos 8 e seu uso na industria.

Fonte: Elaborada pelo autor.

Na atualidade, os estudos de sequenciamento gendmico, protebmica e transcriptémica de
varias especies de plantas, disponibilizaram informacdes valiosas da identificacdo de
diferentes vias metabolicas, entre elas as cinco vias metabolicas para a biossintese de vitamina
C em camu-camu. 3>1% Dada a importancia industrial de camu-camu, a identificagdo destas
vias metabdlicas se tornou crucial para um melhor entendimento das enzimas que estdo
envolvidas nestes processos biossinteticos. Portanto, o teor excepcional de AsA em camu-
camu, comparado com outras espécies de plantas, permite especular a possibilidade de que as
enzimas envolvidas na producéo de vitamina C de camu-camu podem ter possiveis aplicacdes
biotecnoldgicas na producéo artificial de vitamina C. *° No entanto, das 5 vias metabélicas a
ativacdo diferencial de um ou mais dependerd de vérios fatores (por exemplo, tipo de
orgdo/tecido, estagio de desenvolvimento, condicao fisioldgica, fatores ambientais, etc.). Nem
todas as vias foram suficientemente estudadas e muitas delas ainda precisam ser demostradas
in vivo. A via mais estudada até agora € a via D-manose/L-galactose, mesmo assim os estudos
moleculares, bioquimicos e sobretudo estruturais sdo limitados. Portanto, para conseguir

futuramente um processo biotecnoldgico de producdo artificial de vitamina C, precisaremos
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caracterizar todas as enzimas que participam da producdo de vitamina C de pelo menos uma

das vias metabdlicas.

Neste sentido, a elucidacdo das propriedades biofisicas, bioquimicas e estruturais das
enzimas envolvidas na biossintese de vitamina C da via D-manose/L-galactose de Myrciaria
dubia é crucial para uma melhor compreensédo de suas func@es. Neste trabalho vamos avaliar
parametros bioquimicos, biofisicos e estruturais de trés enzimas chaves da via D-manose/L-
galactose de Myrciaria dubia, para nos ajudar a compreender 0os mecanismos funcionais e

regulatdrios da via de producédo de vitamina C.

1.5  Objetivos

1.5.1 Principal

Determinar as propriedades biofisicas, bioquimicas e estruturais da GDP-D-manose-3’,5’-
epimerase, L-galactono-1,4-lactona desidrogenase e da L-galactose desidrogenase da via D-
manose/L-galactose de Myrciaria dubia “camu-camu”, enzimas chaves na biossintese de

Acido Ascorbico.

1.5.2 Especificos

» Expressar e purificar as enzimas recombinantes, GDP-D-manose 3’,5 epimerase, L-
galactono-1,4-lactona desidrogenase e L-galactose desidrogenase.

» Avaliar parametros biofisicos das enzimas recombinantes, GDP-D-manose-3’,5’-
epimerase, L-galactono-1,4-lactona desidrogenase e L-galactose desidrogenase usando
as técnicas de SEC-MALS e CD.

» Avaliar parametros bioquimicos através da caracterizagdo enzimatica das proteinas

> Cristalizar as enzimas recombinantes, GDP-D-manose-3’,5’-epimerase, L-galactono-
1,4-lactona desidrogenase e L-galactose desidrogenase e determinar as suas estruturas
por difracdo de raios-X.

» Utilizar as informagdes estruturais obtidas para um melhor entendimento da biossintese

de AsA em plantas.
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CAPITULO II

2 METODOLOGIA
2.1  Construcao dos Plasmideos

As sequéncias do DNA codificante (CDS, do inglés Coding DNA sequence)
correspondentes as enzimas GDP-D-manose-3’,5’-epimerase (MdGME), L-galactose
desidrogenase (MdGDH) e L-galactono-1,4- lactona desidrogenase (MdGalDH) de Myrciaria
dubia com nameros de acesso do GenBank (Tabela 1) foram otimizada para sua expressao
em bactérias usando o pacote de software GeneOptimizer 1%, sintetizado por GeneArt®
(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) e ligado ao vetor de expressdo pET151/D-TOPO. O gene
sintético da L-galactose desidrogenase de Spinacia oleracea (SOGDH) com N° de acesso do
GenBank (Tabela 1) foi ligado ao vetor de expressao plasmidial pET-28a, que foi adquirido
da empresa FastBio (S&o Paulo, Brasil). Portanto, para este trabalho se dispensou o uso das
etapas de clonagem dos genes.

Tabela 1 - Propriedades gerais das proteinas estudadas.

Massa

N° de Vetor Resisténcia Molecular €
Proteina Acesso de ao Com pl  Mlcm
GenBank expressdo  antibidtico Cauda 1
MdGME OK642677.1 Ampicilina
(EC 5.1.3.18) pE_IéigD' (100 46,43 6,03 63,74
Hg/mL)
MdGDH 0K632632.1 Ampicilina
(EC 1.1.1.316) pETTcl)Iilc;D' (100 3030 552 31,77
Hg/mL)
MdGalDH  OK642676.1 Ampicilina
(EC1323) pETTcl)i’,gD' (100 6148 613 8058
Hg/mL)
SoGDH AB160990.1 a Canamicina
(EC 1.1.1.316) PET-28%(+) (50 pg/mL) 37,55 5,66 29,38

€ = coeficiente de extingdo molar
pl=Ponto Isoelétrico

Fonte: Elaborada pelo autor
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2.2  Expresséo e purificacdo das proteinas recombinantes

Os vetores contendo os genes de interesse (Tabela 1) foram inseridos na cepa de expressao
de E. coli Rosseta™ (DE3) quimiocompetentes usando a transformacgdo bacteriana por
choque térmico. Neste caso, além dos antibioticos dos vetores de expressdo, 0 meio LB-agar
foi suplementado com 34 pg/mL de cloranfenicol (Clo) devido a resisténcia intrinseca da cepa
Rosseta™ (DE3). Apds o crescimento das células transformadas com os genes de interesse,
uma coldnia isolada foi inoculada em 10 mL de meio LB contendo os antibidticos (Clo + Amp
ou Can) e incubada a 37 °C sob agitacdo de 90 rpm. Ap6s 16 h, as culturas foram transferidas
para um Erlenmeyer contendo 1 L de meio LB com os antibioticos de resisténcia. As culturas
foram incubadas a 37 °C sob agitacdo a 150 rpm até atingir uma densidade 6tica (DOeoonm)
entre 0,6 e 0,8. Atingida a DO, foi induzida a expressao das proteinas recombinantes com
0,3mM de Isopropyl-p-D-thiogalactopyranoside (IPTG) por 16 h a 20 °C sob agitac¢do de 150
rpm. Apos as 16 h de incubacéo, as células foram coletadas por centrifugacao a 4000 rpm X
45 min a4 °C. Em seguida, as células foram ressuspendidas em 40 mL do tampéo A (20 mM
Tris/HCI pH 7,5; 150 mM NaCl; 10% glicerol) e submetidas a sonicagdo com pulsos de
ultrassom de 14 ciclos de 30 segundos e intervalos de 59 segundos por cada ciclo de sonicagéo.
A fracdo solavel foi separada da insolavel por centrifugagdo a 13 000 rpm por 45 min a 4 °C.

A purificacdo foi realizada em duas etapas, a primeira etapa de purificacéo foi realizada por
cromatografia de afinidade por metal imobilizado (IMAC), o qual é facilitada pela presenca
de uma cauda de 6xHis na proteina recombinante. Utilizou-se uma coluna contendo 3 mL de
Ni-NTA Agarose (Quiagen®) equilibrada com 5 volumes de coluna do tampdo A. Apos a
imobilizacdo das proteinas recombinantes na resina, foram feitas lavagens com 5x o volume
do tampao A e 5 passos de eluicao seriada, onde o tampéo A continha concentracdes crescentes
de imidazol (25 mM —50 mL, 50 mM — 25 mL, 100 mM — 15 mL, 250 mM — 10 mL, 500 mM
— 5 mL), as elui¢cdes foram coletadas e analisadas por eletroforese em gel de poliacrilamida
12% sob condi¢Ges desnaturantes (SDS-PAGE).

A segunda etapa de purificacdo foi realizada por cromatografia de Exclusdo Molecular
(SEC). As eluicdes com major grau de pureza, provenientes da cromatografia de afinidade,
foram agrupadas e concentradas até 2 mL através do concentrador Amicon® Ultra (limite de
peso molecular 30 kDa) (Merck Millipore, Darmstadt, Alemanha), e injetadas numa coluna
Superdex 200 XK16/60 (GE Healthcare) pré-equilibrada com tampdo A, acoplada num

sistema AKTA purifier (GE Healthcare). A cromatografia foi realizada com fluxo de 1
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mL/min, com uma eluicéo isocréatica de 1,5X do volume total da coluna, monitoradas a 280nm

e os picos de eluicdo foram coletados e analisados por SDS-PAGE 12%.

2.3  Caracterizacédo biofisica

2.3.1 Determinacéo do estado oligomérico por cromatografia de excluséo molecular

acoplada ao espalhamento e luz a multiplos angulos (SEC-MALYS)

Para a determinagdo da massa molecular e do estado oligomérico das proteinas
recombinantes em estudo, foi utilizado a técnica de Cromatografia de exclusdo molecular
acoplada ao espalhamento de luz de multiplos angulos (SEC-MALS, Multiple-Angle Light
Scattering). A massa molecular é calculada usando uma curva de calibragdo com uma proteina
com peso molecular conhecido. A técnica estima o volume das particulas em solucao a medida
que elas espalham a luz em varias dire¢des. 2 O célculo feito utilizando esta técnica permite
obter a massa molecular de qualquer tipo de proteina, inclusive agregados intrinsecamente
desordenados. 1%

As proteinas eluidas da SEC, foram concentradas a >2mg/mL, centrifugadas a 10000rpm
por 10 min a 4 °C. Foram injetados 100 uL de cada amostra numa coluna de excluséo
molecular Superdex 200 Increase 10/300 GL (GE Healthcare), equilibrada com tampéo Hepes
25 mM pH 7.8, NaCl 300 mM e 5 MgCl, 5mM. A coluna cromatogréafica foi acoplada a um
sistema de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC) Waters 600 (Wyatt Technology
Corporation), um médulo de espalhamento estatico de luz a multiplos angulos miniDAWN®
TREOS®- MALS (Wyatt Technologies), um detector WyattQELS® para medidas de
espalhamento dindmico de luz (DLS, Dynamic Light Scattering) e um detector de indice de
refracdo, refratbmetro, Optilab® T-rEX (Wyatt Technology Corporation). A corrida
cromatogréfica foi realizada com fluxo de 0,5 mL/min, em uma temperatura de 20 °C, as
anélises do MALS/DLS sédo monitoradas em tempo real, determinando de forma direta e
absoluta a Massa molecular, indice de refracdo da solucao (n) e mudanca do indice de refracédo
devido & concentracio da amostra. 1 Os dados foram analisados no programa ASTRA 7.0.1

(Wyatt Technology).
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2.3.2  Analise do enovelamento e estabilidade térmica com espectroscopia de

dicroismo circular (CD)

Com a finalidade de investigar o comportamento em solucdo das proteinas de estudo,
utilizou-se a espectroscopia de Dicroismo Circular (CD), técnica baseada na interacéo
diferenciada de moléculas assimétricas com luz circularmente polarizada no sentido horario
(RCP) e anti-horario (LCP), num espectro de 190 nm e 270nm. 105107

Os espectros de dicroismo circular (CD) foram obtidos mediante um espectropolarimetro
J-815 (JASCO, Corporation, Toéquio-Japdo). O UV distante (Far/UV) da amostra foi
monitorado no intervalo de comprimento de onda entre 190 até 280 nm, resolucédo de 0,2 nm,
numa cubeta de quartzo (caminho 6ptico de 0,1cm), acoplado ao sistema de variacao térmica
Peltier com parametros de 50 nm/min. As concentracdes das proteinas utilizadas foram de
~0,250 mg/mL, em tampdo fosfato de sodio-Na (20 mM, pH 7,5 -7,8), contendo NaCl 100
mM e glicerol a 5%. O ponto médio da transicdo (Tm)entre o estado enovelado e desenovelado
das proteinas, foi determinado submetendo as amostras a um gradiente de temperatura de 4 a
94°C (como méaximo), medidos em intervalos de 2 °C. A curva de melting foi estipulada a
partir da mudanca do sinal de CD em funcdo da temperatura usando o comprimento de onda
especifico (222 nm, minimo correspondente as hélices-a).

Todos os espectros foram registrados usando o software Spectra Manager (JASCO), a
analise dos espectros foi realizado mediante o programa CDTools 1%, onde os espectros
originais foram subtraidos das contribuices do solvente, tratados pelo algoritmo de
Transformada Rapida de Fourier (FFT- Fast Fourier Transform). Os graficos foram plotados

no software OriginLab 1%, vers&o 9.9.0.225.

2.3.3  Analise de clivagem de MdGME

A finalidade deste experimento foi investigar a possivel clivagem de MdGME, devido a
presenca de duas bandas muito proximas que sempre eram detectadas nos geis de SDS-PAGE,
apos as purificacdes. A analise foi feita com o espectrometro de massas modelo micrOTOF-
QIl — Bruker Daltonics®. Sendo as amostras preparadas da seguinte forma: As bandas do
SDS-PAGE correspondentes a MdGME foram cortadas e fragmentadas em tamanhos de
aproximadamente 1mm. As amostras foram descoradas completamente com uma solugédo de
metanol 50% e acido acético 2,5 %. Apds o descoramento, adicionou-se uma solucéo de 100

mM de bicarbonato de amonio e 50% de acetonitrila (ACN), em seguida, desidratou-se a
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amostra com 200 uLL. ACN 100% duas vezes, a solucéo foi removida por evaporacdo, e foi
adicionado de 30 a 50 pL de solucdo 10 mM de DTT, e incubado por 30 min a temperatura
ambiente, a solucdo é entdo removido e adicionado de 30 a 50 puL de 50 mM de 1AA
(lodoacetamida) e incubado novamente por 30 min a temperatura ambiente, ambas as
solugdes (DTT e IAA) foram homogeneizados em 1mL de bicarbonato de aménio 100 mM,
a remogao foi realizada com 100 pL de bicarbonato de aménio 100 mM. Apds este passo,
realizou-se novamente a desidratacdo da amostra e remocdo da ACN, em seguida as amostras
foram reidratadas com 50 pL de uma solugdo de 50 mM de bicarbonato de amonio gelado
suplementado com 20 pg de tripsina [20ng/ uL), e incubadas 30 min em gelo, 0 excesso da
solucdo foi removido e logo em seguida adicionou-se 50 mM de bicarbonato de aménio até
cobrir a amostra, as amostras foram incubadas por 16 h a 37 °C, esta etapa permite obter os
peptideos a partir das proteinas clivadas pela tripsina, que posteriormente serdo identificadas.

Apos incubagdo, foi adicionado uma solucéo 5% de acido férmico e incubado por 10 min
a temperatura ambiente, para a atividade da tripsina ser interrompida e as amostras foram
centrifugadas e o sobrenadante transferido para um novo microtubo. Em seguida foi
adicionada uma solucéo de acido formico ao 5% e ACN 50% sob o pellet do passo anterior e
incubadas por 10 min a temperatura ambiente, seguido por um “spin” de 30 seg. O
sobrenadante obtido foi misturado com o sobrenadante do passo anterior. Feito isto, as
amostras foram submetidas a um evaporador (speed vac) até atingir um volume ~50 pL e
congeladas a -20 °C ate a realizacdo da analise. A amostras dos peptideos foram aplicadas no
espectrometro de massa micrOTOF-QII — Bruker Daltonics®, e os resultado foram analisados

utilizando o software MASCOT (http://www.matrixscience.com/search form select.html).

2.3.4 Ensaios de cristalizacdo, coleta de dados e resolucao das estruturas

A cristalografia € uma das principais técnicas utilizadas para a determinacdo do modelo
atdbmico experimental de macromoléculas em alta resolu¢do em um arranjo cristalino, usando
raios-X como ferramenta de medicdo. *° Precisamente em cristalografia de proteinas, a
formacédo de cristais proteicos depende de uma ampla gama de condi¢bes incluindo as
concentra¢Bes dos componentes (proteina-precipitante), a solubilidade (proteina), a presenca
de aditivos (sais, ligantes e metais), a temperatura de incubagcéo etc. 11112

Os ensaios de cristalizacdo das proteinas recombinantes foram realizados usando a técnica
de difusdo de vapor por gota sentada automatizada, através do robé de cristalizacdo Crystal

Gryphon (Art Robbins Instruments®), em placas Intelli-plate 96-low profile (Art Robbins


http://www.matrixscience.com/search_form_select.html
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Instruments), e com os kits de cristalizacdo comerciais (Morpheus MD®, BCS Screen MD®,
Index HR®, JCSG MD® e SG1 MD®). A proporcdo da solucao de cristalizacdo e proteina foi
de 1:1 com os volumes de 0.2/0.2 puL, com 50 puL de solugdo no reservatdrio. A concentragao
da proteina variou de 2 mg/mL até 25 mg/mL, sendo testadas condicGes apo e com os ligantes
respectivos de cada proteina (NAD*, FAD, Citocromo C, L-galactose, L-galactono 1,4-
lactone e GDP-D-mannose), as placas foram seladas com um filme adesivo e armazenadas no
hotel de placas Rock Imager 1000 (Formulatrix), o equipamento possui um sistema de imagem
automatizado incorporado com luz UV/visivel para diferenciacdo de cristais de sal e proteina,
além de ter uma temperatura regulada (20 °C). Os experimentos sdo mantidos no sistema com
uma rotina de visualizacdo programada seguindo a série de Fibonacci por 55 dias (0, 1, 2, 3,
5, 8, 13, 21, 34 e 55). Quando obtidos cristais bons (grandes e isoladas) os mesmos foram
resfriados rapidamente e mantidas em nitrogénio liquido. Enquanto as condicGes cujas
amostras resultaram em cristais proteicos pequenos, aglomerados e poli cristais tiveram seus
parametros submetidos a um refinamento das condicdes originais na tentativa de melhorar os
cristais. Para este processo se usaram placas VDXm Plate de 24 pocos (Hampton Research) e
a técnica de difuséo de vapor por gota sentada e gota pendurada. Com as proporg¢des de 1:1 (1
uL/1 pL) de solugdo de cristalizagdo e proteina, 250 a 500 puL de solu¢@o no reservatorio,
diferentes concentracGes de proteina >10 mg/mL, variacbes do pH e porcentagem de
precipitante nas solucdes foram testados.

Os cristais obtidos foram retirados da gota de cristalizacdo cuidadosamente com um
MicroLoop (MiTeGen) de tamanho compativel com o tamanho do cristal. Antes do
resfriamento, os cristais sem crio-protetor na condicgdo de cristalizacdo, foram submetidos a
uma solucdo crio-protetora formada por 20 % de glicerol, PEG 200 ou PEG 400 e 80% da
solucéo de cristalizacdo respectiva.

Os dados de difragdo de raios-X foram coletados a 100 K no sincrotron Sirius (LNLS-
CNPEM, Campinas) usando a linha de luz Macan abrigando um detector PILATUS 2M para
MdGalDH, MdGDH e SoGDH, ou no sincrotron Diamond Light Source (Didcot, Reino
Unido) usando a linha de luz 103 com um detector Eiger2 XE para MAGME-NAD* e SoGDH-
NAD* Os dados foram indexados, integrados e escalonados usando Xia2. 1** Cada estrutura
foi processada de forma distinta, come¢ando com SoGDH-apo. As coordenadas para OsGDH
(PDB: 7EZI e 7TEZL) ainda ndo estavam disponiveis no momento da solucéo da estrutura e,
portanto, tentativas de faseamento, usando substituicdo molecular convencional, foram feitas
empregando Peracina redutase (PDB:3VOT) como modelo de busca. Estes ndo tiveram

sucesso e, em vez disso, adotamos o “pipeline” do MoRDa. * O MoRDa usa o banco de
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dados (2G) derivado do PDB que contém uma descricdo compacta de cadeias de proteinas
ndo redundantes, dominios, homo e hetero-oligbmeros. Os modelos de dominio pré-
processados para excluir os loops flexiveis e otimizar as chances de sucesso da substitui¢do
molecular. A solugdo da estrutura é automatizada usando o programa MOLREP. ** No caso
de SoGDH, varias estruturas foram usadas no processo, incluindo 1YNP (29,3% de
identidade), 3UY1 (30,6% de identidade), 6HG6 (26,1% de identidade), etc. O melhor modelo
(baseado em Z-Score e valores finais de Rwork € Rree) fOi Submetido a construgdo automatizada
de modelos com ARP/WARP !¢ para obter um modelo final com a sequéncia correta.
Posteriormente, SOGDH-NAD™ foi resolvido por substituigdo molecular com a estrutura
SoGDH-apo previamente refinada como modelo de busca usando Phaser. **’ Rodadas

118 & Coot

alternadas de refinamento e reconstrucao de modelo foram realizadas usando Phenix
119 produzindo assim os modelos finais. As figuras foram geradas com PyMol v2.05
(Schrodinger, LLC). 12° Os residuos envolvidos no sitio de ligagdo NAD* foram determinados
com o Discovery Studio Visualizer V21.1.0 (BIOVIA, Dassault Systémes). 2

Para MdGalDH, as coordenadas da subunidade GalDH extraida do complexo mitocondrial
| de Brassica oleracea-BoGalDH (PDB:7A24, identidade 83,2%) foram testadas para
faseamento, usando substituicdo molecular convencional sem resultados promissores. Por
esse motivo, foi realizada a predicdo da estrutura de MdGalDH usando AlphaFold2, o modelo
foi usado para substituicio molecular usando Phaser " do pacote Phenix. *® A mesma
abordagem foi usada para substituicdo molecular de MdGME. Como mencionado
anteriormente, ciclos de refinamento e constru¢do do modelo foram alternados usando Phenix

118 & Coot, 1*° produzindo os modelos finais.

2.4  Caracterizagao bioquimica

2.4.1 Ensaios cinéticos de GDHs

A cinética enzimatica, os ensaios de inibicdo e a influéncia do pH foram realizados em um
espectrofotdbmetro de microplacas SpectraMax Plus 384 (Molecular Devices, Sunnyvale,
California, EUA). A conversdo de NAD* em NADH (€=2650 M™.cm™) foi monitorada em
um microplaca transparente de UV de 96 pogos, registrando a absorbéancia a 340 nm a cada 6
seg por 5 min a 26 °C. As velocidades iniciais da enzima foram estimadas como as taxas
lineares maximas de aumento de absorbancia em 340 nm. Os valores de mAU foram

convertidos para concentracdo molar usando a equacao de Beer-Lambert A = €. £.c, onde: A



42

é a absorbancia, € é o coeficiente de extincdo molar de NADH a 340 nm, € é o comprimento
do caminho Optico em cm e ¢ é a concentracdo molar de NADH. Em seguida, esses valores
foram convertidos em unidades de taxa de reacdo (concentragdo/tempo).

A determinacdo do pH ideal das enzimas foi determinado na faixa de 4 a 11. A atividade
catalitica foi medida como mencionado acima, em 200 pL de mistura de reagdo em um tampao
universal (uma mistura de trés acidos tri-préticos: acido citrico, acido borico e acido fosforico)
122 contendo 200 uM de NAD*, L-galactose (L-gal, 1mM para SOGDH e 2mM para MdGDH)
e a enzima recombinante purificada foi adicionada a uma concentragéo final de 100nM.

A analise de cinética enziméatica SOGDH e MdGDH recombinantes foram testados em uma
mistura de reacdo de 200 uL 100 mM de Tris-HCI pH 7.0, 200 uM de NAD*, L-gal (1 mM
para SOGDH e 2 mM para MdGDH) e enzima purificada a 100 nM. Os parametros cinéticos
enzimaticos (Km, Vmax, Vmax/Km € Kcar) foram determinados através ajuste de regressdo nao
linear dos dados experimentais usando o software Prism - GraphPad v9.00.

Para avaliar o efeito inibitorio do &cido L-ascorbico na atividade da GDH, 200 uL de reacdo
contendo 100 mM de Tris-HCI pH 7.0, 200 uM de NAD", L-gal (1 mM para SOGDH e 2 mM
para MdGDH) e 100 nM de enzima purificada na presenca de varias concentracdes de AsA
(0.75, 1.5, 3.0 e 4.5 mM) foram monitorados como descrito acima. Da mesma forma, a inibigao
também foi monitorada usando um tampdo mais concentrado (300 mM Tris-HCI pH 7.0). A

porcentagem de inibicdo foi calculada usando a seguinte equacdo: Inibicdo (%) =

%xmo, onde: a ¢ (L+[I])/Ki, B is [S]/Km, [I] € a concentracdo do inibidor e [S] é a

concentracdo do substrato.

2.4.2 Ensaios cinéticos MdGalDH

A cinética enziméatica MdGalDH foi realizado de forma similar a GDH. Os ensaios foram
realizados seguindo a reducéo de citocromo C (€=21 mM™.cm™) em um espectrofotémetro
de microplacas SpectraMax Plus 384 e monitorada em uma microplaca transparente de 96
pocos, as absorbancias foram registradas a 550 nm a cada 6 seg por 10 min a 26 °C. As
velocidades iniciais da enzima foram estimadas como as taxas lineares maximas de aumento
de absorbancia em 550 nm. Os valores de mAU foram convertidos para concentragdo molar
usando a equacdo de Beer-Lambert A=¢. |. ¢, onde: “A” é a absorbancia, “€” é o coeficiente

de extin¢do molar do Citocromo C (Cc) reduzido a 550 nm, “I” € o comprimento do caminho
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Optico em cm e “c” é a concentracdo molar do citocromo C reduzido. Em seguida, esses
valores foram convertidos em unidades de taxa de reacdo (concentracdo/tempo).

A determinacdo do pH ideal foi determinado na faixa de 4 a 11. A atividade catalitica foi
medida como mencionado acima, utilizando 200 uL de reagdo em um tampé&o universal (uma
mistura de trés &cidos tri-proticos: &cido citrico, acido borico e acido fosforico) ’’ contendo
50 uM de Citocromo C, 0,3-3 mM de L-galactono-1,4-lactona (L-galL) e 100 mM de L-
gulono-1,4-lactona (L-gulL), a enzima recombinante purificada foi adicionada a uma
concentracéo final de 5 e 50nM respectivamente.

A anélise de cinética enzimatica da proteina MdGalDH recombinante foi testado em 200
uL de reacdo contendo 100 mM de Tris-HCI pH 8.0, 50 uM de Citocromo C, L-galL (0.3 mM)
e enzima purificada a 5 nM. Os parametros cinéticos enzimaticos (Km, Vmax, Vmax/Km € Kcat)
foram determinados através do ajuste de regressdo ndo linear dos dados experimentais usando
0 software Prism- GraphPad v9.00.

Para avaliar o efeito inibit6rio do L-galactono-1,4-lactona (L-galL) na atividade da proteina
MdGalDH, 200 pL da reacdo contendo 100 mM de Tris-HCI pH 8.0, 50 uM de Citocromo C,
3 mM L-galL e 50 nM de enzima purificada, foram monitoradas como descrito anteriormente.

A porcentagem de inibicdo foi calculada usando a seguinte equagdo: Inibicao (%) =

(a-1)
(a+pB)

concentracdo do substrato.

x100, onde: a é (1+[i])/Ki, B is [S]/Km, [i] € a concentracdo do inibidor e [S] é a

2.5  Analises de sequéncias homologas

Cada uma das sequéncias das proteinas (MdGME, MdGDH, SoGDH e MdGalDH) foram
analisadas com sequéncias homologas com identidade na faixa entre 25 e 90%. O alinhamento
multiplo de sequéncias foi realizado usando o software CLUSTAL W. 123 Por exemplo: No
caso das GDHs, a historia evolutiva de 13 subfamilias de AKRs anotadas do banco de dados
PKR da Universidade da Pensilvania e 5 representantes de plantas L-GHDs foi inferida usando
0 método de méaxima verossimilhanca. 12* Uma arvore construida com as sequéncias consenso
“pootstrap” foi obtida a partir de 1000 réplicas, 1* com ramos da subfamilia colapsados
sempre que possivel e correspondentes a parti¢@es reproduzidas em menos de 30% de réplicas
de bootstrap também foram recolhidos. As analises filogenéticas foram realizadas no
MEGA11. 1%
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No caso de MAGME e MdGalDH o objetivo foi identificar os residuos de aminoacidos

conservados do sitio ativo com seus homologos (GMEs e GalDHs).

2.6 Previsdo da estrutura da proteina

Um caso especial foi levado a cabo com a proteina MAGDH. Devido a que os cristais que
obtivemos ndo eram de qualidade o suficiente para fazer experimentos de difracao de raios-X,
realizamos a previsdo de sua estrutura com o ColabFold, uma extensdo online do software
AlphaFold2. 1?12 A pusca MMsegs2 % selecionamos os pardmetros de entrada,
((uniref+environmental) msa_mode, automatic model_type, unpaired+paired pair_mode and
3 rum_recycles). 150 sequéncias foram selecionadas como templates para construcdo dos
modelos, obtendo-se 5 modelos finais. A qualidade das estruturas proteicas tridimensionais
modeladas foi avaliada por parametros IDDT 27128 estereoquimica por Procheck ! e
Verify3D. 13
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CAPITULO III

3 RESULTADOS E DISCUSSOES

Para uma melhor compreensdo, interpretacdo e discusséo dos dados, estes foram divididos
em 3 subcapitulos, cada subcapitulo apresentara os resultados, discussdes e conclusdes de cada
uma das enzimas de estudo. Ressalta-se que grande parte dos resultados descritos no

subcapitulo 3.2 foram recentemente publicados em um artigo cientifico. 32

3.1  Subcapitulo: GDP-mannose -3", 5 -epimerase (GME)

3.1.1 Purificacdo e determinacdo do estado oligomérico de MdGME

Conforme descrito na metodologia, a expressdo heterdloga e purificacdo de camu-camu
MdGME foi realizada através de duas etapas. A primeira, constituida por uma cromatografia
de afinidade ao niquel, essencial para isolar a proteina de interesse de todas as outras expressas
da prépria maquinaria da bactéria E. coli. As bandas observadas no gel de SDS-PAGE (Figura
4A) mostram uma proteina solGvel, com uma banda proxima a 45 kDa (massa esperada de
46,43 kDa). Este resultado mostra que MdGME purifica com uma baixa quantidade de
contaminantes como observado nas fragdes de eluigdo E2 e E3 (Figura 4A).

Na segunda etapa realizou-se uma cromatografia de exclusdao molecular, onde as elui¢cdes
que apresentaram uma banda Unica na etapa 1, foram concentradas e injetadas numa coluna
HiLoad Superdex 200 16/60. O cromatograma da purificagdo (Figura 4B) mostra um pico
bem definido e, a pureza foi analisada por gel de SDS-PAGE 12%. No entanto, observamos
duas bandas com tamanhos préximos a banda do marcador de 45 kDa (Figura 4), o que
indicaria uma possivel degradacdo ou clivagem da proteina. Para identificar a presenca de
clivagem, as bandas foram cortadas e tratadas com tripsina e analisadas por espectrometria de
massas (Figura 5). Para ambas as bandas, ap6s um mapeamento de peptideo-massa pelo
programa Mascot, as sequéncias apresentaram uma cobertura de 41% com uma proteina
prevista de 42,5 kDa de Oriza sativa anotada como GME. Portanto, as duas bandas
correspondem a versdes diferentes de MAGME. A massa molecular de MAGME é de 46,43

kDa, portanto, a banda superior observada no gel representa a proteina GME com sua massa
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total. A segunda banda, identificada como GME com uma massa de 42,5 kDa, estaria
relacionada com um fenémeno de clivagem que ja foi relatado para esta proteina de
Arabidopsis thaliana. 3 Esta clivagem acontece no extremo C-terminal da proteina perdendo
aproximadamente 30 aminoécidos (~3 kDa), coincidindo com a massa molecular calculada
pelo espectrémetro de massas (Figura 5). No caso de MAGME ndo foi possivel identificar a
posicdo da clivagem, porém parece provavel que seja andloga aquilo observada em

Arabidopsis thaliana com a perda da regido C-terminal.
B
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Figura 4 - Expressao e purificacdo de MAGME. (A) SDS-PAGE da purificagdo por cromatografia de Afinidade
de MdAGME M:Marcador de massa molecular, Al: antes de induzir com IPTG, DI: depois de induzir
com IPTG, P: pellet-fracdo Insolavel, S: fracdo soldvel, NL: proteinas que ndo interagem com o niquel
imobilizado na resina, L1: lavagem com tampéo, E1-E5: eluicbes com 25,50,100,250 e 500 mM de
imidazol. B. Cromatografia de Exclusao de tamanho (SEC) de MdGME.

Fonte: Elaborada pelo autor.

Match to: GME2_ORYSJ Score: 868
GDP-mannose 3,5-epimerase 2 O0S=Oryza sativa subsp. japonica GN=GME-2
Found in search of ProteinAnalysisResults.mgf

Nominal mass (My): 42504; Calculated pI value: 5.75
NCBI BLAST search of GME2 ORYSJ against nr
Unformatted sequence string for pasting into other applications

Taxonomy: Qrvyza sativa Japonica Group

Fixed modifications: Carbamidomethyl (C)

Variable modifications: Oxidation (M)

Cleavage by Trypsin: cuts C-term side of KR unless next residue is P
Seguence Coverage: 41%

Matched peptides shown in Bold Red

1 MALNEEYTYV ELEREPYWPF ERKLRISITGA GGFIASHIAR RLKSEGHYII
51 ASDWKKNEHM TEDMFCHEFH LVDLRVMDNC LRVTTGVDHV FNLAADMGGM
101 GFIQSNHSVI MYNNTMISFN MLEAARINGV KRFFYASSAC IYPEFKQLDT
151 VVSLKESDAW PAEPQDAYGL EKLATEELCK HYTKDFGIEC RVGRFHNIYG
201 PFGTWKGGRE KAPARFCRKA LTSTDRFEMW GDGLQTRSFT FIDECVEGVL
251 RLTKSDFREP VNIGSDEMVS MNEMAEIVLS FENKQLPIHH IPGPEGVRGR
301 NSDNTLIKEK LGWAPTMRLK DGLRITYFWI KEQLEKEKAE GVDLSAYGSS3
351 RKVVQTQAPVQ LGSLRAADGK E

Figura 5 — Espectrometria de massa de MdGME. O “output” da analise, usando o Mascot Research. Em
vermelho estéo ressaltados os peptideos identificados a partir da banda indicada no gel na direita da
figura.

Fonte: Elaborada pelo autor.
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O principal objetivo deste trabalho de pesquisa € estudar as propriedades bioquimicas
(relacionadas a atividade da proteina) e, biofisicas (oligomerizacao, estabilidade termica e
estrutura tridimencional) da proteina de MdAGME. Portanto, definir a homogeneidade e estado
oligomerico de nossa proteina € importante para dar continuidade as proximas etapas de
caracterizacdo. Para a determinagdo do estado oligomerico da enzima recombinante de
MdGME usamos a cromatografia de exclusdo por tamanho acoplada aos perfis de
espalhamento de luz multi-angulo (SEC-MALS) como tecnica absoluta para determinar a
massa molecular de proteina em solugdo, assim como a homogeneidade da amostra. O perfil
de SEC-MALS mostrou um pico homogéneo, o qual corresponde a uma molecula de 94,22
kDa. Esta massa é corente com um dimero de GME, uma vez que a massa molecular tedrica
do monomero é 46,43 kDa (Figura 6). At¢ o momento estudos relacionados ao estado
oligomerico de homdlogos a MAGME, foram relatados em Arabidopsis thaliana (AtGME). A
proteina AtGME purificada apresentou uma massa de 84 kDa, composto de duas subunidades

de 42,8 kDa. “*# Desta forma, nossos resultados confirman o estado oligomerico de GME.

120

1.0

105
0.8

0.6 90

0.4

Sinal Normalizado

75

Massa Molar (kDa)

0.2
60

5.5 6.0 6.5 7.0 7.5 8.0

Tempo de Elui¢iio (min)

Figura 6 - Cromatograma obtido através do SEC-MALS de MdGME. Em vermelho temos as curvas
correspondentes & mudanca no indice de refracdo diferencial normalizado. Em azul a intensidade de
luz espalhada normalizada a 90°. Em preto a masssa molecular calculada através do pico
correspondente. A MW determinado corresponde ao valor esperado para um homodimero de
MdGME.

Fonte: Elaborada pelo autor.

3.1.2 Enovelamento e estabilidade térmica de MdGME

Avaliamos o estado de enovelamento da proteina mediante 0 monitoramento do seu
espectro de CD, a cada 2°C, em funcdo do aumento de temperatura usando um gradiente de
10 a 70°C. A Figura 7A, mostra os espectros de CD de MAGME em temperaturas onde houve
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mudancas do seu sinal. A 20°C, podemos observar minimos negativos em 222 e 208 nm,
caracteristicos de proteinas que contém elementos de estrutura secundaria do tipo af§, com
predominancia do sinal referente as contribui¢des de hélices a. Os espectros apos 56°C
mostram uma diferenca significativa, que esta relacionado com a perda de elementos de
estrutura secundaria em MdGME. A curva de desnaturagdo térmica, onde o sinal do espectro
de CD foi monitorado a 222nm, mostra a temperatura de transicdo ou chamada também de
temperatura de melting (Tm), obtida (59.4°C + 0,4) ap6s um ajuste de Boltzman no sinal
detectada (Figura 7B), o processo € irreversivel e a proteina precipita a altas temperaturas.
Em contraste, estudos de Tm em outras proteinas GME de plantas como Oryza sativa
(OsGME) e AtGME mostraram um valor de Tm de 25°C e 36°C, °5°° respectivamente. No
entanto, Methylacidiphilum fumariolicum (MtGME) apresentou um Tm de 57 °C, *® uma
temperatura relevante para a indastria de producdo de acucares de difosfato de nucleosideos
(NDP). Embora a medidas da Tmtenha sido determinada usando técnicas diferentes, a variagéo
da Tm ndo seria muito grande. Nesse sentido, tanto MtGME, como MdGME poderiam ser
considerados enzimas com uma temperatura promissora para exploracdo industrial de

producéo de L-agucares ou derivados (Vitamina C).
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Figura 7 - Espectro de CD de MAGME. (A) Os espectros de CD mais representativos obtidos entre 10°C a 70°C.
(B) Curva de desnaturacéo térmica de MAGME, T1,59.4°C + 0,4 (caixa vermelha).

Fonte: Elaborada pelo autor.

3.1.3 Descricdo geral da estrutura cristalografica de MAGME

Até a data de escrita deste trabalho de dissertacdo, as Unicas estruturas cristalograficas

reportadas na literatura para GME foram de Arabidopsis thaliana. >
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Neste trabalho de pesquisa abordamos diversas tentativas de cristalizagdo (com cofator,
sem cofator, com substrato, sem substrato e cofator/substrato), das quais as condi¢cdes mais
favoraveis que resultaram em cristais com qualidade de difracdo de raios-X estdo ilustradas
na Figura 8. Dados de difracdo de qualidade foram coletados para MAGME ligada a seu
cofator NAD* (MdGME-NAD™) e para MAGME na presenca de NAD™ e seu substrato GDP-
a-D-Manose (MdGME-NAD*-GDD/GDC). A nomenclatura usada aqui sera justificada mais
adiante. As estruturas foram refinadas até resolucdes de 2,58 e 1,25 A, respectivamente e as
estruturas finais obtidas foram de boa qualidade. A estrutura MAGME-NAD" apresentou
valores de Rwork= 21,16% e Riree= 24.51%, com 96.93% de aminoacidos nas regibes mais
favorecidas no Ramachandran Plot. Por outro lado, MAGME-NAD*-GDD/GDC, apresentou
valores de Rwork= 14.75% e Rfree = 16.51%, com 97.76% de aminoacidos nas regides mais
favorecidas no Ramachandran Plot. Um resumo dos parametros da coleta e estatistica de
refinamento s&o mostrados na Tabela 2.

A

Figura 8 - Cristais da proteina de MAGME. (A)Exemplo dos cristais obtidos com qualidades de difragdo por
raios X para a condi¢cdo A10 (0,2 M Sulfato de Litio, 0,1 M Tris 8,5 30% w/v PEG 4000) do kit de
cristalizacdo SG1. (B e D) Exemplo dos cristais obtidos com qualidades de difracdo por raios X com
modificacOes da condigdo original (A10-SG1) para obtencdo de um complexo s6 com NAD* (A10-
SG1+5mM NAD*). (C)Exemplo dos cristais obtidos com qualidades de difragdo por raios X para a
condicdo E1 (0,2 M Sulfato de Amonio, 0,1 M Bis-Tris 5,5) do kit de cristalizagdo SG1. Todos foram
cristalizados com [~3 a 7mg] de proteina (sem cauda de Histidina).

Fonte: Elaborada pelo autor.
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Tabela 2- Coleta de dados de raios-X e estatisticas de refinamento de estrutura de MdGME

. MdJGME-NAD™*-
MdJGME-NAD GDDIGDC
Fonte de X-ray Sirius MANACA Diamond 103
Detetor Pilatus 2M Eiger2 XE
Parametros da cela: a, b, ¢ (A) 87.85 80.04 107.66 89.80, 60.84, 133.99,
Parametros da cela: o, B, v (°) 90.00, 95.25, 90,00 90.00, 105.86, 90.00
Grupo espacial P2, Cc2
Resolucéo (A) 107.20 - 2.58 (2.67 - 2.58) 44.81-1.25 (1.295 - 1.25)
A (A) 1.33 0.9795
Multiplicidade 6,3 (6,0) 6.4 (3.6)
Rpim (all 1+ & 1-) (%) 12,1 (60,0) 3.1(44.2)
CC(1/2) 0.982 (0.524) 0.999(0.648)
Completeza (%) 100.0 (99.9) 96.4 (67.7)
Reflexdes 294769(27532) 1179222 (23008)
Reflexfes Unicas 47036 (4579) 184640 (6343)
<l/o(1)> 5.6 (1.3) 12.1 (1.4)
R (%) * 21,16 14.75
Riree (%) * 2451 16.51
NUmero de dtomos: proteina 1296 5755
Numero de atomos: Agua 299 1089
Numero de &tomos: ligante 176 254
B (A% 38,14 9,29
Erro de coordenada (basado 0.34 0,10
no-ML) (A) '
Erro de fase (°) 26.43 16.12
Ramachandran favorecida 96.93 97.76
(%)
Ramachandran permitida (%) 2.76 1.96
Pontuacéo de c,onfrontos de 6.02 3.07
todos 0s atomos
Comprimento de ligacdes 0.004 0.013
(RMSD) (A)*
Angulo de ligagdes (RMSD) 0.65 1.37

) *

Fonte: Elaborada pelo autor

3.1.4 Estrutura de MdGME-NAD*-GDD/GDC

A primeira estrutura de MdGME resolvida neste trabalho corresponde ao cristal gerado na
presenca de NAD" e seu substrato, GDP-a-D-manose (GDD). A determinacgdo da estrutura
revelou densidade no sitio ativo que correspondia a uma mistura de substrato (GDD) e
produto, GDP-B-L-galactose (GDC) uma condi¢do incomum e que serd discutida mais
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adiante. Por este motivo sera usado 0 nome MdAGME-NAD*-GDD/GDC durante o restante do
texto. Esta estrutura cristalografica apresentou duas moléculas na unidade assimétrica. Apos
analise por PISA 133134 e comparagio com seu homoélogo AtGME, conclui-se que se trata de
um dimero fisioldgico, coerente com os dados de SEC-MALS. A estrutura de MdGME-
NAD*-GDD/GDC foi resolvida por substituicdo molecular usando a estrutura de AtGME >
como modelo de busca através do programa Phaser no pacote Phenix. 17118

A proteina MAGME faz parte da superfamilia desidrogenase/redutase de cadeia curta
(SDR) estendido, cujos membros se caracterizam por apresentar um motivo GxxGxxG para a
ligacdo do NAD™ no N-terminal de seu dominio Rossmann-fold e um motivo catalitico Y xxxK
no C-terminal do mesmo dominio. *** Um estudo baseado em Hidden Markov models (HMM)
classifica as SDR em 464 familias, **® das quais estio presentes nos reinos archaea (50),
bactéria (374) e eucariota (236). Um grupo de proteinas importantes dentro destas familias
sdo as enzimas metabolizadoras de aglcar. *® Uma revisdo baseada nestas enzimas, epimerase
de carboidratos (CEP, EC 5.1.3), revela uma nova classificagdo baseada na estrutura e
mecanismo das especificidades de CEP. 3" As proteinas MAGME estdo agrupadas na familia
CEP 1 (epimerase/desidratase dependente de NAD™), juntamente com UDP-glicose 4-
epimerase, CDP-paratose 2-epimerase, UDP-glucosamina 4-epimerase, entre outras. ¥ A
familia CEP1 é de longe a maior familia. Todos os membros desta familia utilizam um
mecanismo intermediario ceto transitorio, o qual se caracteriza pelo uso de NAD" ou NADP*
como cofator, para subtrair o hidreto da posicdo de epimerizagédo, além de uma tétrade Asn-
Ser-Tyr-Lys conservada em seu sitio ativo. 137138

A estrutura de MAGME é dividida em dois dominios, o dominio Rossmann-fold de ligagcdo
a NAD" o qual possui 7 fitas B paralelas flanqueadas por trés hélices em cada face da folha
beta (aC, aD e aH em uma face e aA, aB e aJ na outra), formando o classico Rossmann-fold
(Figura 9A). 13141 O dominio de ligagdo ao substrato é principalmente helicoidal além de
duas fitas P paralelas curtas (B7 ¢ p9). Surpreendentemente, as 4 hélices do dominio (al, aK,
aM e oN) ndo foram mencionadas por MAJOR et al., *® na sua descrigdo da estrutura de
AtGME embora presentes. Inclusive, globalmente os enovelamentos de AtGME e MdGME
s3o muito semelhantes com um RMSD de 0.30 A apds sobreposi¢do dos Ca. Além dos
elementos de estrutura secundaria, identificamos neste dominio trés loops (A, B e C-Terminal)

importantes para a ligagdo ao substrato em MdGME (Figura 9B).
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Figura 9- Topologia de MAGME. (A) Representacdo em fita do mondmero de MAGME (esquerda), mostrando
um enovelamento tipo Rossman-fold (dominio superior) caracteristicas da superfamilia SDRs. O
dominio de ligagdo ao substrato é composto principalmente de hélices-o (azul escuro na parte inferior
da figura). As moléculas de NAD*, GDP-ua-D-Manose e GDP-B-L-galactose ligadas sdo mostradas.
Os &tomos de carbono NAD" estdo em preto, em amarelho temos os 4tomos de GDP-o- D-Manose
(GDD) e em magenta GDP-B-L-galactose (GDC). Em NAD* os atomos de oxigénio estdo
demonstrados em vermelho, nitrogénio em azul e fésforo em laranja. (B) Diagrama da topologia com
um enovelamento tipo “Rossmann fold ”’de MAGME, mostrando em verde as 7 p-fitas paralelas, em
turquesa as 10 hélices a do dominio que liga a NAD™. Do lado dereito, na cor verde as 2 B-fitas
paralelas e, em azul as 4 hélices a do dominio que liga ao substrato. Além disso, apresentamos em
vermelho os loops A, B e C, importantes para fechar a estrutura quando o agucar liga no sitio ativo de
MdJGME.

Fonte: Elaborada pelo autor

3.1.5 Sitios de ligacao do cofator NAD" e substrato GDP-D-manose

A relacdo de GME com outras enzimas da superfamilia SDR foi relatada por Major et al.,
2005. * Realizaram um alinhamento estrutural com 4 homologos de GME presentes na
superfamilia SDR: GMER de E. coli (PDB: 1BSV 1*2); 0 dominio ArnA descarboxilase (PDB:
2BLL *%); e UDP-galactose 4-epimerase (GalE) (PDB: 1XEL '**) e RmIB (PDB: 1BXK).
Usando o alinhamento, identificaram 17 residuos conservados, dois destes residuos foram
parte da tétrade catalitica, tirosina (Y174) e lisina (K178). O terceiro e quarto aminoacido da
tétrade catalitica foram encontrados como Ser/Thr (S143) e Asn. 1 Os outros 13 residuos

conservados estdo relacionados com a ligacdo ao substrato ou para cumprir um papel



53

estrutural. Também, identificaram o residuo N203 importante para o reconhecimento do
substrato, 0 mesmo residuo que esta presente em MdGME como N202.

Para identificar os aminoacidos importantes tanto para ligagdo do cofator como para
especificidade do substrato descrito em AtGME, na nossa proteina MAGME, realizamos um
alinhamento de sequéncias entre as duas proteinas (incluindo GME de arroz Oryza sativa e de
uma bactéria termofila de interesse biotecnologico Methylacidiphilum fumariolicum) (Figura
10). A proteina MAGME apresenta os motivos GxxGxxG (cor vermelho) e YxxxK (cor verde),
porém com uma substituicdo da Gltima glicina por alanina do motivo de ligacdo a NAD"
(Figura 10).
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MdGME SKWGTQAPVQLGSLﬁAADGm
MfGME ---—-——-——————————————
ALGME SKVVGTQAPVQLGSLRAADGKE
OsGME SKVVSTQAPVQLGSLRAADGKE

Figura 10 - Alinhamento de mdltiplas sequéncias de quatro GMEs homdlogos (Md, Myrciaria dubia
(OK642677.1); Mf, Methylacidiphilum fumariolicum (I0K0X9); At, Arabidopsis thaliana (2C54_A)
e Os, Oryza sativa (NP_001390897) O motivo de Glicina de ligagdo a NAD* (vermelho), motivo
deYxxxK (verde); residuos da tétrade catalitica cor azul, sombreado com verve e com uma estrela
(vermelho), residuo de cistina (vermelho) importante para a catalise. As a -hélices, f -fitas e loops
acima indicadas, a numeracao sao pertencentes a Myrciaria dubia (MdGME).

Fonte: Elaborada pelo autor
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3.1.6 Especificidade de ligacdo ao NAD*

O NAD* em MdGME esta localizado no dominio Rossmann-fold e é estabilizado por 14
ligacGes de hidrogénio, uma molécula de agua interagindo diretamente com o grupo fosfato
do lado da nicotinamida do cofator (PN) e o fosfato do lado da adenina (PA) e 2 interacGes
hidrofobicas das cadeias laterais de W59 e 1122. As cadeias laterais K177, Y173, D78, D58
interagem diretamente com NAD™, além de serem residuos conservados em outras enzimas
SDR estendidas de ligagdo a NAD* *® (Figura 11). Todos os residuos sdo conservados em
relagdo a estrutura de AtGME.
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Figura 11 - Esquema de ligacdo de NAD* de MAGME. As interagdes hidrofobicas incluem empilhamento © por
WH59. Distancias e interagdes foram determinadas por Discovery Studio Visualizer V21.1.0
(BIOVIA, Dassault Systémes).

Fonte: Elaborada pelo autor.

Em MdGME, o NAD™ é encontrado na conformagao “syn” com uma ligacdo de hidrogénio
entre o nucleotideo fosfato e a nicotinamida, a presenca dessa ligacdo € crucial na regulacao
do potencial redox do par NAD* /NADH em uma enzima SDR estendida. > Em MdGME
e AtGME, o anel de adenina esta ligado proximo ao motivo GxxGxxA °° entre o loop que
conecta a fita B1 e a hélice aA. A sequéncia do motivo GxxGxxA e incomum em SDRs
estendidos por possuir uma alanina na tltima posigdo. *>'% O grupo CHs da “Ala” n3o altera

a conformacdo da cadeia principal, mas ha a hipotese que possivelmente diminua a
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flexibilidade da enzima ao criar-se um ntcleo hidrofébico maior nesta regido, >® formado por
0s residuos de A40, F201, 139, L98 e A140.

3.1.7 Especificidade de ligacdo do GDP-agucar (D-manose)

Para obter a estrutura cristalografica da MAGME-NAD*-GDD/GDC foi necessario incubar
a proteina com seu substrato (GDP-a-D-manose, GDD). A densidade eletrdnica revelou que
0 GDP esté na posicédo equatorial em relacdo ao anel de manose na configuracdo D. Mas a alta
resolugdo da estrutura (1,25 A), mostrou também uma segunda interpretagéo para a densidade
eletronica (especificamente para os &tomos C5’ e O3’ do agucar), sugerindo ocupagao parcial
pelo produto GDP-B-L-galactose (GDC) estrutura refinada (Figura 12), portanto, inclui uma
mistura de substrato e produto na proporcéo (0.5/0.5).

Figura 12 - Diagrama de densidade de Fo-Fc ndo enviesada de GDP-a-D-manose (GDD, cor verde) e GDP-p-
L-galactose (GDC, cor cinza). A densidade eletrdnica esta representada em forma de rede contornada
em 2,5¢ (esquerda). As posicdes refinadas finais do GDD e GDC (direita). Os 4&tomos de carbono
do GDP estdo em verde, os atomos de carbono da galactose em cinza e manose em verde, as
moléculas de fosfato estdo na cor laranja.

Fonte: Elaborada pelo autor.

Um resultado semelhante foi obtido para AtGMEnaive (homoélogo mais préximo),
PDB=2C59, onde foi observado os aclcares (GDD e GDC) na estrutura e comprovando-se
mediante uma analise de HPLC. > Outros complexos foram relatados também para AtGME
como por exemplo o mutante K178R (PDB=2C45), ligado com NAD*/NADH e GDP-B-L-
gulose (GKE)/GDP-4-ceto-p-L-gulose (GKD), obtido sem adicdo exdgena dos ligantes. Sua
densidade eletrénica é compativel com uma mistura no cristal de dois estados; GKE/NAD" e,
GKD/NADH. O complexo do mutante K217A (PDB=2C5E) incubado com GDD, apresentou
uma estrutura cristalografica ligada com NAD" e GDD, e neste caso nao foi observado o
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produto ou intermediério da reacdo, provavelmente por conta da mutacdo de um dois residuo
da tétrade catalitica. Observou-se um resultado semelhante com o complexo do mutante
Y174F (PDB=2C5A) incubado com GDC, sua estrutura cristalografica apresentou apenas
NAD* e GDC ligados.

Os anéis dos agucares (D-manose e L-galactose) de MAGME estdo ligados préximos a
regido nicotinamida do NAD". As cadeias laterais de M105, R305, C145, S143, Y173, G103
e N202 interagem diretamente com os agucares e o O6’ do agucar interage com uma molécula
de agua. Por outro lado, a regido GDP, ligado no dominio C terminal da proteina, faz ligacGes
de hidrogénio com as cadeias laterais de S355, K224, Q215, P299, E300, Q240, uma molécula
de &gua, e com os residuos W235, F221, M234 e A220 fazem interacGes hidrofobicas. As
cadeias laterais dos residuos N242 e R305 fazem uma série de interacfes polares com o aclcar
e um dos fosfatos (Figura 13). Estes residuos sdo conservados na estrutura cristalografica de
AtGME (PDB: 2C59).
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Figura 13 - Especificidade do substrato-produto de MAGME. Diagrama de GDP-a-D-manose ligado a
MAdGME, as liga¢des de hidrogénio sdéo mostradas como linhas tracejadas. Distancias e
interacBes foram determinadas por Discovery Studio Visualizer V21.1.0 (BIOVIA, Dassault
Systemes).

Fonte: Elaborada pelo autor

A sobreposi¢éo do complexo GDD/GDC de MdGME revelou que, apesar da inversao do
anel e da dupla epimerizacéo, todos os &tomos de carbono (C1°-C’6) e oxigénio se sobrepdem,

com a excegdo do atomo O3’. Os atomos de O1' e O2' ndo fazem ligagOes de hidrogénio na
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GDD/GDC (PDB=2C59). O atomo O3’ interage com 0 mesmo residuo de G103 em ambos
0s aglcares, com uma pequena diferenca por causa da conformacao dos compostos. O atomo
04 forma uma ligacao de hidrogénio com a S143 em ambos os casos enquanto C145e Y173
participam de liga¢des de hidrogénio fracas. O &tomo O5' interage com uma molécula de agua
e com R305.

Estudos da atividade enzimatica dos mutantes K217A, K178R, Y174F e C145A de
AtGME, revelaram sua importancia na atividade catalitica da enzima *°. Os residuos K178R
e Y174F foram os mais importantes, eles formam parte da tétrade catalitica de MdGME
(Figura 14). A superposicao das estruturas cristalograficas de AtGMEnativo € MAGME mostra
0 sitio catalitico conservado, além dos residuos R242 e N202, conservados na estruturas de
GMER, RmIB, GalE e no dominio ArnA descarboxilase *° (Figura 14).

Figura 14 — Sitio ativo de MAGME. Mostra a sobreposicdo da estrutura de MAGME-NAD*-GDD/GDC com
AtGME (PDB: 2C59). NAD* (cor verde), GDD (cor verde) e GDC (cor cinza). A tétrade catalitica,
Ser143, Tyrl73, Lys177 e Asn119 para MdGME (cor cinza) e para AtGME (cor turquesa), o residuo
de C145, importante para a catalise (cinza MAGME e azul claro AtGME). Residuos R242, N202 sdo
conservados em outras SDRs.

Fonte: Elaborada pelo autor

3.1.8 Mecanismo geral de GME

O mecanismo da superfamilia SDR e, portanto, também das GMEs, ¢ a transferéncia de
um hidreto entre o substrato e o cofator (NAD(P)*) ligado & enzima. ** Em contexto, MdGME
comegaria a reagcdo com uma oxidacdo do C4’ de GDP-Manose em parceria com o cofator
NAD" e, o residuo de Tyr173 do sitio catalitico (YxxxK) que atuaria como um &cido catalitico
para auxiliar a desprotonacdo. ' A oxidacdo inicial de GME em geral resulta com 0 C4’ em
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um intermediario ceto transitorio, que funciona apenas para diminuir o pKa dos prétons nos
carbonos vizinhos (C3’ e C5’). Subsequentemente, um acido catalitico adicional (Cys145) e
uma base (Lys177) realizam a desprotonacéo e a reprotonacdo em C5’ e C3’. O enolato que
é criado durante este processo é estabilizado por ligacdes de hidrogénio com a Tyr173, bem
como com uma Ser adicional (S143) da tétrade catalitica. **

As observagdes estruturais de AtGME e o novo produto (GDP-D-altrose) encontrado
recentemente na reacdo de GME, fizeram com que a reacéo de epimerizagdo da enzima tenha
sido postulada com uma dupla rota de reagdo: C5’-antes-de-C3’ e C3’-antes-de-C5°. 415560
Uma visdo geral esquematica do mecanismo é apresentada na Figura 15. Os diferentes ceto-
intermediarios (GDP-4-ceto-B-L-Galactose, GDP-4- ceto-B-L- Gulose e GDP-4- ceto-a-D-
Altrose) poderdo ser reduzidos em GDP-B-L-Galactose (C3’,5’-epimero do GDP-Manose) e
dois subprodutos: GDP-B-L-Gulose (epimero C5’) e GDP-D-Altrose (epimero C3). Na
primeira rota C5’-antes-de-C3” (cor verde, Figura 15), previram que uma inversdo do anel
ocorre durante a primeira epimerizagao (C5’) e que um intermediario ¢ provavel para a
segunda epimerizagdo (C3’), sugerindo um movimento C4’ antes e depois da segunda

epimerizagdo. 4>°
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Figura 15 - Mecanismo da GDP-manose 3’,5’- epimerase. A reacdo de epimerizacéo resulta em equilibrio entre
GDP-a-D-Manose, GDP-B-L-Galactose, GDP-B-L-Gulose e GDP-a-D-Altrose

Fonte: Adaptada de BEERENS et al. #

A rota C3’-antes-de-C5’ (cor vermelho, Figura 15), inclui também um movimento C4’,
que € necessario para o posicionamento do substrato e para permitir a abstracdo do segundo
préton em C5°. ** A confirmacgdo de que ambas as rotas na enzima GME sdo possiveis, a

semelhanca estrutural e mecanicistas com a enzima GMER (G DP-4-ceto-6-desoxi-D-manose-
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3’,5’-epimerase/4-redutase) sugerem uma rota de epimerizacao dupla para GMER, pelo fato,
de ambas as enzimas empregarem residuos semelhantes para alcancar a dupla epimerizacdo
C3’,5’,0u seja, Cys/Lys (Arg) e Cys/His (Lys), *'*" mas, mesmo tendo os residuos
semelhantes e pertencer @ mesma superfamilia (SDRs), 0 mecanismo de catélise é bem
diferente. *° Neste contexto, GME é uma enzima relevante que catalisa trés reagdes quimicas
distintas em um sitio ativo (oxidacdo, epimerizacdo e reducdo) e, portanto, 0 nome mais

correto pelas funcdes que faz, seria GDP-manose 4-oxidase/3,5-epimerase/4-redutase.

3.1.9 Estrutura de MdGME-NAD*

Os SDRs em geral possuem um grupo de residuos conservados responsaveis pela ligacéo
de NAD(P). 7141 Neste trabalho a segunda estrutura cristalografica resolvida foi MAGME
em complexo com NAD* (MdGME-NAD"). Esta é a primeira estrutura de GME a ser
resolvida com apenas um ligante, uma vez que as 4 estruturas cristalograficas de AtGME
foram resolvidas em complexo com NAD™ e diferentes aglcares (GDD, GDC, GKE e GKD).
A estrutura de MAGME-NAD" foi resolvida por substituicdo molecular usando a estrutura de
MdJGME-NAD'-GDD/GDC. A estrutura apresentou 4 moléculas na unidade assimétrica,
porém sem apresentar 0s contatos que estabilizam o dimero fisioldgico. Apds analises com o
programa PISA, 3134 ¢ aplicando operacbes de simetria, identificamos o dimero que

apresentava os contatos fisiologicos (Figura 16).
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Figura 16 - Estado fisioldgico da enzima MdGME-NAD*. (A) Conteldo da unidade assimétrica da enzima
MdJGME-NAD?, (B) Aplicacdo de simetria para achar o estado fisiol6gico da enzima, (C) Zoom de
um dimero fisiolégico da enzima MdGME-NAD".

Fonte: Elaborada pelo autor

3.1.10 Estado aberto e fechado de MAGME

Uma sobreposicdo das estruturas cristalograficas para os complexos MdGME-NAD" e
MdJGME-NAD*-GDD/GDC, com um RMSD=0,901 A ¢é mostrada na (Figura 17). Como
pode ser visto, uma caracteristica importante é o fato de que a enzima MdGME sofre uma
mudanca conformacional em um dos dominios funcionais (dominio de ligacdo ao substrato)
apos a ligagdo do GDP-a-D-manose. A sobreposi¢ao de AtGME (PDB:2C5A) com MdGME-
NAD™, produz um RMSD =1,050, a divergéncia é semelhante dos resultados obtidos para
MdGME-NAD*-GDD/GDC. Esta é uma mudanca substancial na estrutura como resultado da
ligacdo do substrato, as divergéncias observadas se definem no cdmbio conformacional que
ocorre no dominio de ligacdo ao GDP-acUlcar. As principais mudancgas sdo observadas nas
hélices aM, oK, al e as fitas 7 e B9 que sofrem um desvio quadratico médio notavelmente

alto de 3.8 e 12.9 A, respectivamente. Além disso, o aparecimento da hélice aN e o
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ordenamento dos loops A, B e C (chamados assim, para uma melhor compreensdo) em
MdJGME-NAD*-GDD/GDC sao diferencas significativas. Estas regides apresentam residuos
importantes que participam diretamente na ligacdo dos GDP-agUcares. Estes resultados
sugerem que o NAD" é ligado fortemente a enzima, mas na auséncia do substrato o dominio
da ligacdo ao substrato é levemente desordenado, como observado para a hélice aN e loops
A, B e C. Estas regides ficam reordenados quando o GDP-agucar se liga e, portanto, o
mecanismo de abertura e fechamento de GME seria dependente de GDP-agucar. N0ssos
dados, e particularmente a determinacdo da primeira estrutura sem um substrato/produto
ligado, permitiu visualizar, os detalhes desta variacdo que parecem ser significativos para o
mecanismo conformacional da enzima, essencial para realizar uma reacdo catalitica

competente.

Figura 17- Os estados de abertura e fechamento de MAGME. (A e C) representam a forma apo de MdAGME-
NAD na cor rosa mostrando o estado aberto, (B e D) representam a forma holo de MAGME -NAD-
GDD-GDC (colorida conforme a Fig. 9) mostrando o estado fechado. O circulo e a flecha mostram
a sitio de abertura e fechamento, a mudanca é caracterizada pelo contato entre o Loop-C (Vermelho,
ndo observado na estrutura apo) o dominio de ligacdo ao acUcar, apresentam um cambio
conformacional nas hélices e fitas. A superposicéo entre as formas MAGME apo e holo mostra um
“close-up” das regides do dominio de ligacéo ao agucar.

Fonte: Elaborada pelo autor
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Os resultados observados no mecanismo de abertura e fechamento da enzima MdGME,
sugerem que a ligacdo ao NAD* pode ter um papel importante para estabilizar a interface de
dimerizacdo, além, de sua importancia para a funcionalidade competente da enzima. 1sso
porque é o dominio de ligacdo ao NAD que faz a interface de contato entre subunidades e ndo
se altera com a mudancga conformacional descrita acima. Nesse contexto, identificamos 0s

residuos mais importantes para a dimerizacdo da enzima MAGME (Tabela 3).

Tabela 3 — Residuos envolvidos na dimerizagdo de GME. As interagdes foram determinadas por Ligplot. 148

Aminoécidos Eetrutura Aminoécidos Eetrutura Aminoécidos Eetrutura
secundaria secundaria secundaria

MET 82 aC ARG 131 aD HIS 186 aH
HIS 112 aD TRP 165 Loop aG- aH TYR 187 aH
SER 113 aD PRO 166 Loop aG- aH ASP 190 oH
MET 116 aD ALA 167 Loop aG- oH PHE 191 aH
TYR 117 aD GLU 168 Loop aG- oH THR 360 Loop C
THR 120 aD ASP 171 Loop aG- oH GLN 361 Loop C
MET 121 oD GLU 176 oH ALA 362 Loop C
PHE 124 oD ALA 179 oH PRO 363 Loop C
ASN 125 aD GLU 182 aH LEU 366 Loop C
GLU 128 aD LEU 183 aH

Fonte: Elaborada pelo autor.

Na Figura 18, pode ser observar que séo as hélices aD e aH de uma face do Rossmann-
fold que formam a maior parte da interface de contacto entre as duas subunidades do dimero
junto a hélice aC e o loop que conecta a hélice aG-oH e o loop C. *** Para visualizar as
regides da interface, o dimero foi aberto como um livro e 0 monémero foi separado para
mostrar os residuos que tem contacto na interface de dimerizacdo (Figura 18-lado direito).

Os padrdes gerados ao mapear os residuos de contato de MUAGME-NAD*-GDD/GDC, séo
semelhantes aos observados para AtGME (PDB=2C5A) e MAGME-NAD". A diferenca mais
notoria é a perda do contato do loop C em MdGME-NAD". Este resultado nos sugere que o
papel mais importante do loop C é o empacotamento da estrutura e sua estabilidade, quando
ndo tem ligado o GDP-agUcar observe-se sua flexibilidade sugerindo que a enzima é menos

estavel. Antes de nosso trabalho, todas as estruturas resolvidas de GME mostraram sua
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conformacdo mais ordenada por conta da presenca do substrato/produto junto com o cofator
ligado. A grande conservacao estrutural entre AtGME e MAGME sugere que 0 mecanismo de
abertura e fechamento em torno do substrato talvez seja comum entre eles e talvez se estenda

para os demais integrantes da familia.

D190 1-“ ]
i \187 W&

J!’T‘&GO

Figura 18 - As interfaces da dimerizacdo de MdAGME ligado com o GDP-agicar e NAD*. O mondmero foi
separado e girado em 90° 0 em torno do eixo vertical, para expor os residuos da interface (branco).

Fonte: Elaborada pelo Autor

3.2  Subcapitulo: L-galactose desidrogenase (GDH)

3.2.1 O estado oligomérico da L-galactose desidrogenase

Conforme descrito na metodologia, a expressdo heteréloga e purificagdo de L-galactose
desidrogenase de camu-camu MdGDH e espinafre SOGDH, foi realizada através de duas
etapas. A primeira, constituida por uma cromatografia de afinidade ao niquel. As bandas no
gel de SDS-PAGE (Figura 19A) mostram a proteina soltvel entre as massas moleculares de
31kDa e 45kDa, sendo que a massa molecular teérica de MdGDH é de 39,30 kDa e, para
SoGDH de 37,55 kDa. Este resultado mostra que MdGDH purifica com uma baixa quantidade
de contaminante nas fracdes de eluicdo E1 e E2 enquanto, SOGDH se apresenta praticamente
pura nas fracdes de eluicdo E2, E3 e E4. Além disso, SOGDH apresentou um rendimento maior
que da proteina MdGDH, isso poderia estar relacionado com o vetor [pET28a(+)] que foi

usado para a expressdo heterologa da proteina recombinante.
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Figura 19 — Expressdo e purificacdo de GDHs. A) Cromatografia de Afinidade de MdGDH (cima) e SoGDH
(baixo), M:Marcador de massa molecular, Al: antes de induzir com IPTG, DI: depois de induzir com
IPTG, P: pellet-fracdo Insoluvel, S: fracdo soltvel, NL: proteinas que ndo interagem com o niquel
imobilizado na resina, L1: lavagem com tampdo, E1-E5: elui¢Bes com 25, 50, 100, 250 e 500 mM de
imidazol. Eletroforese em gel SDS-PAGE 12%. B) Cromatografia de Exclusdo de Massa Molecular
(SEC) de GDHs, com picos homogéneos.

Fonte: Elaborada pelo autor

Na segunda etapa realizou-se uma cromatografia de exclusdo de massa molecular, onde as
eluicBes que apresentaram uma banda Unica na etapa 1, foram concentradas e injetadas na
coluna HiLoad Superdex 200 16/60. O cromatograma de purificacdo (Figura 19B), apresenta
picos bem definidos para ambas as proteinas e, suas purezas foram analisadas em gel de SDS-

PAGE 12%, mostrando uma Unica banda.

Para dar continuidade as proximas etapas de caracterizacdo, foi importante observar a
homogeneidade e estado oligomérico das enzimas recombinantes das proteinas MdGDH e
SoGDH. Para isso, usamos a cromatografia de exclusdo de massa por tamanho acoplada aos
perfis de espalhamento de luz multi-angulo (SEC-MALS) como técnica absoluta para
determinar a massa molecular de nossas proteinas em solugdo, assim como a homogeneidade
dela. Na Figura 20 apresentam-se ambas as enzimas recombinantes eluidas aproximadamente
no mesmo volume, com picos predominantemente homogéneos e, com a massa molecular

tedrica esperada para um mondémero.
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Figura 20 - Cromatograma de SEC-MALS de GDHs. Tem-se em vermelho curvas correspondentes a mudanca
no indice de refragdo diferencial normalizado, em azul a intensidade de luz espalhada normalizada
a 90° para MdGDH e em turquesa para SOGDH. A linha tracejada horizontal preta representa a
massa molecular determinada. O MW determinada de MdGDH e SoGDH (36,4 kDa e 35,0 kDa,
respetivamente) o que corresponde ao MW tedrica esperado para um mondmero de GDH.

Fonte: Adaptada de VARGAS et al. 12

Até o momento estudos relacionados ao estado oligomérico em GDH exibiu variacéo,
dependendo do organismo e da fonte de isolamento. Por exemplo, a partir da purificagcdo do
eixo embrionario de Pisum sativum (ervilha, PsGDH) foi relatada como uma proteina
tetramérica. 8 Por outro lado, purificados das folhas de Spinacia oleracea (spinafre, SOGDH)
e Actinidia deliciosa (kiwi, ADGDH), foram descritos como homodimeros € mondmeros,
respectivamente. 2% Enquanto estudos com enzimas recombinantes, Arabidosis thaliana
(AtGDH) e Oryza sativa (arroz, OsGDH) foram relatadas como homodiméricas e
monomeéricas, respectivamente. 5% Embora existam diferencas nas técnicas usadas para
purificacdo de proteinas de fontes naturais ou heterdlogas, acredite-se que isso ndo deveria
afetar o estado oligomérico da enzima. Além disso, os estudos que relataram a enzima como
dimeros ou tetrameros forneceram dados limitados para fundamentar essas alegagoes 12 e
os estudos que relataram o estado monomérico para GDH usaram apenas andlise

cromatografica de exclusdo molecular de tamanho. 8364

O estado monomérico dos GDHs estudados aqui com SEC-MALS é consistente com a
inclusdo de GDH como parte da superfamilia de proteinas aldo-ceto redutases (AKR),
composto por 16 familias distribuidas em todos os filos. Essas enzimas catalisam reacdes de

oxidacao-redugdo em substratos carbonilicos, como por exemplo: aldeidos de agucar, ceto-
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esterdides, quinonas, etc. Geralmente sdo monémeros cujo enovelamento é dominada por um
motivo TIM-barril (B/a)8, sdo caracterizadas por uma regido de ligacao de cofator conservada
NAD(P)H, possuem estruturas de loop variaveis que definem a especificidade pelo substrato

e tem uma tétrade catalitica.

Das 16 familias de AKRs, apenas trés foram relatas como diméricas: Aflatoxina dialdeido
redutase de figado de rato (AKR7AL), xilose redutase dependente de NAD(P)H de Candida
tenuis (AKR2B5) e a proteina supressora de auxotrofia de tirosina de Escherichia coli. As
estruturas cristalograficas dessas proteinas mostram uma interface de contato conservada para
a formacdo de dimeros, que esta ausente das enzimas aqui descritas. Isso sera discutido
posteriormente a partir estrutura cristalografica de SOGDH, o qual sugere que GDH €, em

geral, uma enzima monomérica.

3.2.2 Enovelamento e estabilidade térmica de MdGDH e SoGDH

Avaliamos o estado de enovelamento das proteinas recombinantes mediante o
monitoramento do espectro de CD (a cada 2°C) em fun¢do do aumento da temperatura atraves
de um gradiente de 10 a 80°C. A Figura 21A e C mostram 0s espectros de CD das proteinas
SoGDH e MdGDH respectivamente em temperaturas onde houveram mudangas do sinal. Na
temperatura de 20°C, podemos observar minimos negativos em 222 e 208 nm, que
representam espectros caracteristicos de proteinas que contém elementos de estrutura
secundaria o/f. Os espectros a uma temperatura de 50°C mostram uma diferenca significativa,
que esté relacionada com a perda de elementos de estrutura secundaria tanto em SOoGDH, como
em MdGDH. A curva de desnaturacdo térmica, onde o sinal de espectro CD foi monitorado a
222nm, mostra a temperatura de melting (Tm) obtida de 52,0 £ 0,2 para SOGDH e 55,6 + 0,1
para MdGDH ap06s um ajuste de Boltzman no sinal detectado (Figura 21B e D). Estes
resultados mostram uma boa estabilidade térmica para ambas as enzimas recombinantes e um

comportamento semelhante.



67

A —10°C B
20+ ——40°C 1.0
——48°C
—50°C
-~ 104 —70°C < 0.8
= ——o90°C 3
=
g 5
F e =
0.6
g =
2 10 2
E g 0.4 -
3 B
= -20
0.2 4
-30
T T T 0'0 U
200 220 240 260 0 10 20 30 40 50 60 70 80
C Comprimento de onda (nm) —10°C D Temperatura (°C)
201 ——a2°C 1.0
——48°C
—52°C
o= 10 4 —gggg - 054
= - =
£ £
3 ﬁ 0.6 -
g :
< 104
= 10 'g
g £ 0.4 -
< =
= -20
0.2+
L ]
304 EX p
Fit
T T T 0.0 T T T T T T T T
200 220 240 260 10 20 30 40 50 60 70 80 90
Comprimento de onda (nm) Temperatura (°C)

Figura 21 - Espectro de CD de GDHs. (A e C) Mostram os espectros de CD obtidos em diferentes temperaturas
de SoGDH e MdGDH respectivamente. (B e D) Curva de desnaturacdo térmica para SOGDH e
MdGDH respectivamente, Tm entre 52,0°C e 55,6°C (caixa vermelha).

Fonte: Elaborada pelo autor

3.2.3 Parametros Cinéticos de GDHs

A enzima recombinante de camu-camu MdGDH apresenta cinética tipo Michaelis-Menten
usando como seu substrato L-galactose (L-gal) e excesso de NAD™ (0,2 mM), com valor de
Km de 0,21 mM, constante catalitica (kcat) de 4,26 s e uma eficiéncia catalitica (Keat/Km) de
20,67 mMs? (Figura 22A), com valor de pH 6timo de 7,0. Por outro lado, a enzima
recombinante do espinafre (SOGDH) apresentou um Ky, de 0,13 mM (Figura 22C), proximo
ao relatado para SOoGDH purificada a partir de folhas de espinafre (0,12 mM). 52
Consequentemente, de acordo com relatos recentes, ®2-%% o valor de Km para GDH de diferentes

espécies de plantas varia de 0,08 a 0,43 mM.
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Figura 22 - Propriedades cinéticas de camu-camu MdGDH e espinafre SOGDH. Cinética do tipo Michaelis-
Menten foi observada para MdGDH (A) e SoGDH (C) com valores de Ky, de 0,206 e 0,128 mM,
respectivamente (valores médios de cinco medi¢Oes independentes com barras de erro
correspondentes). As curvas de atividade em funcdo de pH sdo mostradas para MdGDH (B) e SoGDH

(D).

Fonte: Adaptada de VARGAS et al. 1%

Por outro lado, observamos um pH étimo de 7,0 para SOGDH, semelhante ao MdGDH
(Figura 22B e D), enquanto MIEDA et al. ® relatou um valor de 9,25. Para SoGDH
observamos um ket de 1,2 s e uma eficiéncia catalitica de 9,1 mM™s. Em geral, as duas
enzimas mostram parametros cinéticos que sdo semelhantes e bem dentro de uma ordem de
magnitude dos valores relatados para outros espécies (Tabela 4). No entanto, a discrepancia
nos valores relatados para o pH 6timo de SoGDH é dificil de explicar neste momento, mas é
importante notar que o artigo de MIEDA et al. %2 nio fornece detalhes experimentais sobre
como o valor de pH étimo de 9,25 foi determinado. Além disso, os autores citam apenas 0 uso
do tampao Tris, que apresenta uma faixa tamponante entre 7 e 8, ndo resistindo as variacfes
de pH para cima ou para baixo desses valores, 0 que tornaria o tampao Tris como inadequado
para investigar a faixa de pH citado pelos autores. Mais estranho ainda, apesar de ter citado o
pH 9,25 como o pH ideal para GDH de espinafre, os estudos cinéticos foram realizados em
tampé&o Tris 100 mM em pH 7,5.
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Tabela 4 - Pardmetros cinéticos para GDHs.

: Km kcat kcat/ Km Ki pH
Enzimas MM) (1) (mMisY)  (mM)  6timo
Camu-Camu MdGDH? 0.206  4.261 20.67 1.2 7.0
Espinafre SoGDH? 0.128 1.158 9.06 0.5 7.0
Arabidopsis AtGDHP 0.085 N/D N/D N/D 8.5-9
Pea PsGDHP 0.430 N/D N/D N/D 8.5-9
Kiwi AdGDH® 0.300 N/D N/D 0.5 9.0
Espinafre SoOGDH¢ 0.116 N/D N/D 0.1 9.25

3GDH parametros de acordo com este estudo.
®GDH pardmetros de acordo com GATZEK et al. &
°GDH parametros de acordo com LAING et al.
dGDH parametros de acordo com MIEDA et al. 5

Fonte: Adaptada de VARGAS et al. %2

No estudo de MIEDA et al. 52 também sugeriram a regulacéo por retroalimentagio da GDH
pelo AsA, o produto final da via biossintética D-manose/L-galactose, por inibicdo
competitiva. Conforme este relato, 0 AsA a 1 mM inibe até 41% da atividade de SOGDH com
um K;de 0,13 mM. De forma semelhante, AtGDH também foi inibida por AsA. 8! No entanto,
uma analise mais detalhada do efeito inibitério do AsA sobre a enzima do kiwi (AdGDH)
mostrou que a inativagdo pelo AsA é lenta e irreversivel, possivelmente atribuida ao dano
oxidativo de um residuo de aminoacido chave no sitio ativo %, mas o residuo especifico nio

foi identificado.

O camu-camu € uma planta que armazena altas concentracfes de AsA (2g/100g de polpa)
em seus frutos. % No contexto deste fruto acumular uma alta concentragio de AsA, 0 MdGDH
poderia ser potencialmente resistente a regulacdo por feedback do AsA. Para testar essa
hipdtese, realizamos ensaios de inibicio de MdGDH e SoGDH recombinantes com
concentracOes de AsA de até 4,5 mM (Figura 23). AsA a 1,5 mM, 3 mM e 4,5 mM inibiu a
atividade de MdGDH em 53%, 71% e 79%, respectivamente (Ki = 1,2 mM). Nas mesmas
concentragfes de ASA, a atividade de SoGDH foi inibida em 82%, 89% e 92%,
respectivamente (Ki= 0,5 mM) (Figura 23A e B). Estes resultados indicam que camu-camu
MdGDH tem uma tolerancia ligeiramente maior a inibi¢do por AsA do que espinafre SOGDH
e kiwi AGDH.
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Figura 23 - A inibicdo de MAGDH e SoGDH por AsA em tampéo Tris-HCI 100 mM (A e B) ou Tris-HCI 300
mM (C e D) é mostrada. O efeito inibitério do AsA cai drasticamente utilizando-se um tampéao com
concentragdo mais alta.

Fonte: Adaptada de VARGAS et al. %

Embora o AsA seja apenas um acido fraco, as concentracdes utilizadas nos ensaios de
inibicdo podem levar a alteracGes significativas no pH do tampéo de reacéo (Tris-HCI 100
mM, pH 7,0). Considerando este efeito e sabendo que mudancas no pH alteram a atividade da
GDH (Figura 22B e D), realizamos medi¢6es de pH do tampé&o de reacdo com cada uma das
concentracdes de AsA utilizadas no ensaio. Observamos que ao aumentar a concentracao de
AsA, o pH da solucdo diminuiu. Por exemplo, usando uma solucdo de reacdo com Tris-HCI
pH 7,0 a 100 mM, o pH caiu para 5,9 na presenca de 4,5 mM AsA. As curvas classicas de
dependéncia de pH mostradas nas Figura 23C e D indicam que esta queda de pH de > 1
unidade de pH teria um impacto significativo na atividade enzimatica, da ordem que
observamos experimentalmente. Isso sugere que a inibi¢cdo observada tanto no camu-camu

quanto no espinafre GDH pode ser efeito da mudanca do pH e ndo de uma inibicdo por
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retroalimentacdo propria pelo AsA. Para validar nossas hipoteses, ensaios de inibi¢do foram
realizados na presenca de um tampao mais forte (300 mM Tris-HCI) onde o pH do tampéo de
reacdo nao se seria drasticamente afetado pelas concentracdes de AsA (Tabela 5). Nestas
condicBes, 0 AsA ndo apresentou efeito inibitdrio sobre a atividade de SOGDH (Figura 23D).
No entanto, no caso de MdGDH, a inibicéo leve persistiu com um K; estimado de 2,1 mM,
esse efeito pode estar relacionado ao proprio tampéo de reacdo, pois ao comparar os valores
de Km da enzima na auséncia de AsA nos tampdes de 100 e 300 mM, varia de 0,206 mM a
0,650 mM, respectivamente. No entanto, o efeito produzido pelo AsA sobre a atividade
enzimatica parece ser em grande parte devido a queda do pH no caso de ambas as enzimas.
Vale ressaltar que MIEDA et al. 2 também realizaram seu estudo usando tampdo Tris na
concentracdo de apenas 100 mM. Os dados obtidos neste trabalho questionam as conclusdes
do estudo de MIEDA et al. ®2 que sugerem a inibicdo por retroalimentagio negativa pelo
produto da via (AsA). N&o encontramos nenhuma evidéncia para iSso no presente estudo,

refutando o GDH como um potencial mecanismo regulador da via D-manose/L-galactose.

Tabela 5 — Medidas de pH no tampéo de reacéo

100 mM 300 mM

ASA (mM) Tris-HCI  Tris-HCI
0 7.02 7.11
0.75 6.87 7.10
15 6.78 7.09
3 6.60 7.03
45 5.90 6.99

Fonte: Elaborada pelo autor.

3.2.4 Descricao geral da estrutura de SOGDH

Neste trabalho abordamos diversas tentativas de cristalizacdo (com cofator, sem cofator e
com AsA como possivel inibidor) para camu-camu MdGDH e espinafre SOGDH, das quais as
condic¢Bes mais favoraveis que resultaram em cristais com qualidade de difracdo de raios-X
estdo ilustradas na Figura 24. Dados de difracdo de qualidade sé foram coletados para SoOGDH
(sem cofator) e SOGDH ligada a seu cofator NAD* (SoGDH-NAD"). As estruturas foram
refinadas a resolugdes de 1,40 e 1,75 A, respectivamente. A boa qualidade dos modelos se
reflete nos valores de Rwork € Rfree, para SOGDH com valores de Rwork= 19,42% € Rfree =

20,95%, com 97,76% de aminoacidos nas regides mais favorecidas do espaco Ramachandran.
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No caso de SoGDH-NAD®" os valores equivalentes sdo = 18,37%, 21,48% e 98,08%

respectivamente. Um resumo dos parametros da coleta e estatistica de refinamento sdo

mostrados na Tabela 6.

Tabela 6 - Coleta de dados de raios-X e estatisticas de refinamento de estrutura de GDHs.

SoGDH SoGDH-NAD*
Fonte de X-ray Sirius MANACA Diamond 103
Detector Pilatus 2M Eiger2 XE

Parametros da cela: a, b, ¢ (A)
Parametros da cela: a., B, v (°)

51.72,55.01, 61.79,
90.00, 112.10, 90.00

49.99, 54.97, 63.22
86.84, 69.13, 84.14

Grupo especial P2, P1

« 39.69 —1.40 (1.42 - 39.73-1.75 (1.78 -
Resolugéo (A) 1.40) 1.75)
A (A) 1.3236 0.97622
Multiplicidade 12.7 (12.1) 3.4 (3.3)
Rpim (all 1+ & 1-) (%) 4.0 (48.5) 6.9 (38.1)
CC(1/2) 0.998 (0.643) 0.958 (0.706)
Completeza (%) 99.6 (97.6) 87.5 (40.8)
Reflexbes 804980 (36548) 190355 (4645)
Reflexdes Unicas 63165 (3024) 55241 (1416)
<l/a(l)> 14.0 (2.7) 7.5 (1.8)
R (%) * 19.42 18.37
Riree (%) * 20.95 21.48
NUmero de atomos: proteina 2421 4845
Nimero de atomos: Agua 250 533
NUmero de 4tomos: ligante 0 88
B (A% 20.08 14.07
Erro de coordenada (basado no- 0.14 0.19
ML) (A) '
Erro de fase (°) 21.96 24.50
Ramachandran favorecida (%) 97.76 98.08
Ramachandran permitida (%) 2.24 1.92
Pontuacéo de confrontos de 145 2.87
todos 0s atomos '
Comprimento de ligacbes 0.009 0.006
(RMSD) (A)* '
Angulo de ligagdes (RMSD) (°)* 1.043 0.790
Estruturas depositadas no PDB 7SMI 7SVQ

Fonte: Adaptada de VARGAS et al. 1%
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Para a proteina MdGDH as tentativas de cristalizacdo ndo foram bem-sucedidas e os cristais
obtidos se resumem em apenas uma Unica condi¢do (SG1-G6) com cristais muito pequenos
(Figura 24D). No entanto, as tentativas de melhorar o tamanho dos cristais foram bem-
sucedidas (Figura 24E e F), mas os mesmos difrataram a baixa resolugio (3-4 A). O melhor
conjunto de dados que obtido foi de 2,7 A, mas os dados foram anisotrépicos, o qual ainda

ndo permitiram determinar sua estrutura cristalografia.

Figura 24 - Cristais das proteinas GDHs. A, B e C sdo cristais de SOGDH e D, E e F sdo cristais de MdGDH.
(A) Condicéo A4 (2 M Sulfato de Aménio, 0,1 M Bis-Tris pH 6.5) do kit de cristalizagio Index™,
(B) Condicdo A3 (2 M Sulfato de Amonio, 0,1 M Bis-Tris pH 5.5) do kit de cristalizagio Index™,
(C) Condicdo G6 (2 M Sulfato de Ambnio, 0,1 M Bis-Tris pH 5.5, 25% w/v de polietilenoglicol
3,350) do kit de cristalizacdo Index™. (D) condigéo G6 (0,5 M de sulfato de amdnio, 1,0 M sulfato
de Litio, 0,1 M Citrato de sodio pH 5.6 do kit de cristalizagdo SG1. (Condicéo E e F) ModificacGes
da condi¢do de G6 no pH (0,5 M de sulfato de aménio, 1,0 M sulfato de Litio, 0,1 M Citrato de
sodio pH 5.2 e 5.0, respectivamente) as solucdes foram realizadas com reagentes de grado molecular
de 99% puro e se-utilizou a concentracdo de10 mg/mL de proteina (com e sem cauda de Histidina).

Fonte: Elaborada pelo autor

Por outro lado, uma estudo preliminar de raios-X de OsGDH de arroz (Oryza sativa) foi
relatado em 2013, mas a estrutura permaneceu sem resolucdo devido a dificuldades com a
substituicdo molecular. ®* No entanto, em 2021 os mesmos autores depositaram duas
estruturas para a enzima, uma na forma apo a 1,2 A (OsGDH [PDB: 7EZI]) e outra na forma
de um complexo com o cofator NAD* a 1,8 A (OsGDH-NAD"* [PDB: 7EZL]). Porém,
nenhuma publicacdo descrevendo os detalhes dessas primeiras estruturas apareceram na

literatura. No momento em que as estruturas relatadas aqui foram resolvidas, as estruturas
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homologas do arroz ainda ndo estavam disponiveis e inicialmente tivemos dificuldades
semelhantes em encontrar uma solucédo de substituicdo molecular. No entanto, a estrutura da
enzima apo (SoGDH) foi finalmente resolvida usando MoRDa!'*, um pipeline para
substituicdo molecular automatizada com base em um banco de dados de dominio de proteina
derivado do PDB. 1 A estrutura do complexo ligado ao cofator (SoGDH-NAD™) foi resolvida
por substituicdo molecular usando a estrutura apo como modelo de busca com o programa
Phaser no pacote Phenix. 8 A estrutura cristalografica da proteina SOGDH possui uma
molécula na unidade assimétrica com um enovelamento (B/a) 8-barril, como observado na
superfamilia AKR (Figura 25A). 1 Possui 8 fitas p paralelas que sdo alternadas com 8 a-
hélices que correm antiparalelas em relacdo as fitas, formando o enovelamento classico do
tipo barril (Figura 25). No terminal N-terminal, ha um loop B adicional (B1 ¢ B2) que forma

o fundo do barril.

Figura 25 - Topologia de SOGDH. A) Representacdo em 3D. B) Diagrama da topologia para a estrutura do
SoGDH que mostra um enovelamento (B/a) 8-barril (TIM-barril), caracteristica da superfamilia
AKR. Este enovelamento tem 8 B-fitas (amarelas) intercaladas por 8 a-hélices (turquesa). Na parte
inferior do barril, no terminal N da cadeia polipeptidica, ha um loop B composto pelas fitas B1 e 2.
Além disso, SOGDH apresenta duas hélices (H1 e H2) externas ao barril, que juntamente com os
Loop-A, Loop-B e Loop-C sdo importantes para a classificacdo dos membros de AKRs.

Fonte : Adaptada de VARGAS et al. 1%
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O (B/o)8-barril é conservado na superfamilia AKR, porém os loops que ligam as fitas e
hélices, bem como a presenca de hélices externas ao barril, podem variar bastante e séo
importantes para a classificacdo dos AKRs na classe correta entre as 16 familias diferentes.
150 Os loops A (B6-04), B (B9-a7) e C (a regido C-terminal) sdo os mais importantes porque

estdo relacionadas a ligagdo do cofator e/ou especificidade do substrato. 14°

A Figura 26 mostra um alinhamento de sequéncias incluindo cinco representantes de
GDHs de diferentes espécies de plantas juntamente com sete AKRs de diferentes familias que
possuem estruturas 3D conhecidas e disponiveis. As GDHs possuem um Loop-A curto,
semelhante ao observado nas familias AKR3, AKR5, AKR7 e AKR11, mas diferente quando
comparado a AKR1, AKR2 e AKR4. AKRs1-5 tem um Loop-B curto, GDHs um Loop-B de
tamanho médio e AKR7/AKR11 um Loop-B longo. O Loop-C é muito variavel entre todas as
sequéncias. Como a maioria dos AKRs, os GDHs tém duas a-hélices externas ao barril, a
hélice H1 dentro do Loop-B ¢ a hélice H2 entre a8 e Loop-C (ambas as hélices sdo
conservadas na maioria dos AKRs). A falta de uma descri¢cdo da estrutura 3D para GDH até

agora impediu sua classificacdo adequada dentro da superfamilia AKR.

3.25 Ligagdo ao NAD"

Os AKRs sdo caracterizados pela ligacdo de coenzimas de nucleotideos de piridina,
comumente NAD(P). Da mesma forma, apresentam um mecanismo de oxidacdo-reducao
conservado usando uma tétrade catalitica composta por aminoacidos altamente conservados
(Asp, Lys, Tyr e His), com especificidade para substratos de actcar ou esterdides 1 (Figura
26). Esta bem estabelecido que GDH tem uma especificidade para NAD* como seu cofator
(a0 invés do NADP* mais comum) e que o aglcar L-gal é seu substrato preferido. & Para
explorar completamente as diferencas entre GDH e outros membros da superfamilia de
proteinas AKR, também foi necessario resolver a estrutura de SOGDH na forma de seu
complexo com NAD®. Esta estrutura serd referida aqui como SoGDH-NAD®. A forma
cristalografica de SOGDH-NAD" tinha duas moléculas na unidade assimétrica. O mapa polder
para dos cofatores NAD* é dado na Figura 28 onde a qualidade da densidade eletronica é

claramente visivel para toda a molécula.
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Figura 26 - Alinhamento de multiplo das sequéncias entre GDHs e AKRs. Cinco sequéncias de GDH de

diferentes espécies (Uniprot: AB160990.1, OK632632.1, CAA20580.1, AK102223, AY176585)
foram alinhadas; com sete representantes de diferentes familias de AKRs (PDB:1AFS, 1YE4, 3UPS,
5JH1, IMZR, 1GVE, 1PYF). Usando a sequéncia SOGDH do espinafre, a posicao dos elementos da
estrutura secundaria (fitas em amarelo e hélices em vermelho) sdo indicadas. Da mesma forma, a
numeracao adotada para a descrigdo das posi¢des dos aminoacidos foi baseada em SOGDH. Em azul
escuro destacam-se os aminoacidos da tétrade catalitica, em azul claro os responsaveis pela ligacéo
ao NAD*, em verde claro os aminoacidos importantes na determinacdo da especificidade do
substrato e em roxo uma posicao conservada nas ARKs que confere preferéncia ao cofator. NAD*
ou NADP*). As posi¢des com uma bola vermelha representam residuos que interagem com NAD*

que sdo observados apenas nas estruturas GDH apresentadas aqui.

Fonte : Adaptada de VARGAS et al. 132
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Figura 27 - Rede de interagcdes com o cofator NAD* da SOGDH. As caracteristicas especificas sdo destacadas de
acordo com o seguinte cddigo de cores; em azul escuro 0s aminoécidos da tétrade catalitica; em azul
claro posi¢des conservadas em todos 0s AKRs que interagem com NAD*; em magenta aminoacidos
importantes para determinar a especificidade do substrato e em ciano moléculas de agua. As linhas
tracejadas indicam ligacdes de hidrogénio (preto), interacbes hidrofobicas (roxo) e ligacGes de
hidrogénio do doador pi (verde). As figuras foram geradas com PyMol v2.05 (Schrddinger, LLC) e
Discovery Studio Visualizer V21.1.0 (BIOVIA, Dassault Systémes).

Fonte : Adaptada de VARGAS et al. 1%

Figura 28 - Mapa Polder (a 2,5 o) mostrando a qualidade do mapa de densidade eletrénica da molécula NAD*
da cadeia A da estrutura SOGDH-NAD*.

Fonte : Adaptada de VARGAS et al. 1%

As analises do PISA *2 indicaram que ndo se espera que as duas moléculas da unidade
assimétrica formam o homodimero sob condicGes fisioldgicas e é meramente o resultado do
empacotamento do cristal. Isto é consistente com os resultados SEC-MALS apresentados
anteriormente. Além disso, a analise SEC da enzima sob condi¢es &cidas (como usado para
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cristalizacdo) ou na presenca de NAD* indicou que ela era monomérica em todas as condigdes

investigadas.

Até a presente data, os Unicos membros da superfamilia AKR que sdo conhecidos por
serem homodimeros sdo aflatoxina dialdeido redutase (AKR7AL), xilose redutase dependente
de NAD(P)H (AKR2B5) e a proteina supressora de auxotrofia de tirosina. *1%° Uma
interface de dimerizagdo semelhante usando hélices a5, a6, H2 ¢ Loop-C é observada em
todas essas estruturas (Figura 29A). Por outro lado, em SoGDH-NAD" a interface de contato
entre os dois monémeros da unidade assimétrica é completamente diferente e envolve o loop
B5-03, Loop-B e Loop-C da cadeia A ¢ as hélices a5, a6 ¢ loop a5-B8 da cadeia B (Figura
29B). Consequentemente, as duas moléculas na unidade assimétrica de SoGDH-NAD?*
interagem meramente como o produto de contatos de cristal e ndo tem relevancia fisiologica.
Esta observacdo é reforcada pela estrutura apo de SOGDH que cristaliza com um monémero
na unidade assimétrica em um grupo espacial que ndo possui eixos de rotacdo de ordem 2 e,
portanto, dimeros no cristal sdo impossiveis. A soma total das evidéncias apresentadas aqui
indica que o espinafre SOGDH ¢é uma proteina monomérica pelo menos nas condi¢des usadas

no presente trabalho e ndo um homodimero como relatado por MIEDA et al.

AKR7A1 SoGDH

Figura 29 - Interface de dimerizacdo em AKRs homodiméricos (representados por aflatoxina aldeido redutase)
comparada com a estrutura de SOGDH-NAD*. (A) A aflatoxina aldeido redutase (AKR7A1) usa
hélices a5, a6, H2 e loop-C para dimerizagdo (vermelho). (B) Na estrutura do SoOGDH-NAD* os
dois mondmeros da unidade assimétrica fazem contatos cristalinos através do loop B5-03, loop-B e
loop-C da cadeia A e as hélices a5, a6 e loop a5-B8 da cadeia B (verde). Codigo PDB:1GVE da
aflatoxina aldeido redutase.

Fonte: Adaptada de VARGAS et al. %
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Observa-se que a SOGDH tem a tétrade catalitica conservada observada em AKRs: Asp57,
Tyr62, Lys90 e His127 (Figura 30). A tétrade também faz parte de um grupo de residuos que
interagem diretamente com o NAD™ (Figura 30). Isso sugere fortemente que a GDH segue o
mesmo mecanismo catalitico basico descrito para outros AKRs, mas com preferéncia por
favorecer a reacdo de oxidacgdo (desidrogenacao) em vez de redugdo (veja abaixo). Isso leva a
producdo de L-galactono-1,4-lactona a partir de L-galactose com a reducdo concomitante de
NAD" para NADH.

Figura 30 - O sitio ativo em SoGDH. Uma superposicdo entre o sitio ativo de SOGDH (verde) e 3-a-
hidroxiesteréide desidrogenase (representante da familia AKR1, em turquesa) mostra a tétrade
catalitica (Asp27, Tyr62, Lys90 e His127) conservada em GDH. Cédigo PDB: 1AFS de 3-a-HSD.

Fonte: Adaptada de VARGAS et al. %2

Os AKRs em geral possuem um grupo de residuos conservados responsaveis pela ligacao de
NAD(P), sendo os mais conservados Asp57, Ser160, Asn161 e GIn183 %1% (Figura 31A e
B). Destes residuos, 0 SOGDH retém apenas Asp57, enquanto na posi¢ao 160 possui um Thr,
em 161 a Gly e a 183 a Leu. Essas alteracdes levam a perda de duas ligacfes de hidrogénio
com o anel de nicotinamida, formando novas interagcdes de Van-der Waals com Gly161 e
Leul83 (Figura 31A e B). Destaca-se também a substitui¢cdo do residuo aromatico na posi¢ao
212 por Alaem SoGDH (Figura 31A e B). Esses aminoacidos aromaticos, em AKRs, ocupam
uma posicdo na parte inferior do anel de nicotinamida como visto na Figura 31A sendo
caracteristica notavel do sitio de ligacdo do cofator. 14%1%* Dada a sua importancia estrutural e
funcional, a falta deste residuo aromatico na GDH €, a primeira vista, surpreendente. No
entanto, em GDHs, a interacdo pi-stack é recuperada com Tyr185, um aminoacido conservado

nessas enzimas (Figura 31B e Figura 26).
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Figura 31 - Comparacéo entre as interagdes de ligacdo de NADP* em AKRs e ligagcdo de NAD* em SoGDH.
Para melhor compreensdo, as interacdes foram divididas nos lados nicotinamida e adenina que sdo
tratados separadamente. (A) e (C) mostram as interacbes feitas com NADP* em 3-a-HSD
(identificador de PDB: 1AFS). No lado da nicotinamida (A), sdo observadas trés ligacbes de
hidrogénio entre Ser160, Asnl61 e GInl183, que juntamente com o “pi-stacking” formado por
Tyr212, que orientam corretamente o anel de nicotinamida do NADP* para catalise. Do lado da
adenina (C), destaca-se a interacdo entre Arg279 (conservada em AKRS) e o fosfato P2B e confere
especificidade para NADP*. No lado da nicotinamida de SOGDH (B) as ligaces de hidrogénio sdo
perdidas, assim como o “pi-stack” na posi¢ao 212. No entanto, a orientagdo do anel de nicotinamida
€ mantida pela interacdo hidrofobica de Leul83 e “pi-stack” de Tyr185. Além disso, uma ligacéo de
hidrogénio é mantida entre Thr160 e o anel de nicotinamida. No lado da adenina (D), observamos
que a auséncia de P2B permite a interagdo via moléculas de &gua entre o Asn275 e a ribose. Da
mesma forma, GIn279 interage diretamente com a ribose. Uma interagao hidrofdbica envolvendo
Phe33 e duas novas ligagdes de hidrogénio entre Asn283 e a adenina aparecem em SoGDH. PN:
fosfato do lado da nicotinamida do cofator, PA: fosfato do lado da adenina. Ao comparar (B) com
(A) ou (D) com (C), os residuos conservados sdo apresentados na cor turquesa enquanto as

substituicBes sdo mostradas em verde.

Fonte : Adaptada de VARGAS et al. 1*
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Este parece ser um exemplo classico de substituicdo compensatoria. Uma ligacdo de
hidrogénio entre Thr27 e o anel de ribose no lado da nicotinamida do cofator em AKRs €
mantida via Ser27. Além disso, em SoGDH, uma nova ligacdo de hidrogénio é observada
entre Ser213 e o grupo fosfato no lado da nicotinamida do cofator (PN) (Figura 31B).

Mudancas na interacdo entre a enzima e o cofator também séo evidentes no lado da adenina
do NAD* onde Lys/Arg273 e Arg279 normalmente conferem especificidade para o cofator
NADP" na maioria dos AKRs (Figura 31C). *° Em SoGDH, a posic&o 273 é substituida por
um Gly e 279 por um GIn (Figura 31D). Em AKRs, Lys/Arg273 formam uma liga¢do de
hidrogénio com PN (o fosfato no lado da nicotinamida do cofator). No entanto, em SoGDH,
Gly273 faz uma ligacdo de hidrogénio usando sua cadeia principal para o fosfato no lado da
adenina (PA). No entanto, 0 mais importante parece ser a perda de Arg279 em GDHs (Figura
26 e Figura 31D). A Arg279 forma ligacGes de hidrogénio com a fragéo fosfato P2B na ribose
do lado da adenina, uma interacdo especifica para enzimas que empregam NADP* como
cofator *° (Figura 31C). Em SoGDH, a falta de Arg279 significa que a enzima é incapaz de
compensar a carga formal em P2B tornando GDHs especificos para NAD* em vez de NADP™.
No entanto, a substituicdo por Gln ainda permite a interacdo direta com um dos grupos
hidroxila ribose no lado da adenina (Figura 31D).

Em AKRs, o residuo 275 € altamente variavel (Figura 26), mas isso ndo influencia sua
interacio com P2B porque isso ocorre através de sua amina de cadeia principal **° (Figura
31C). No entanto, em GDHs, o residuo homdlogo, Asn275, é altamente conservado e, devido
a auséncia de P2B, Asn275 pode interagir com a porc¢éo ribose através de duas moléculas de
agua (Figura 31D). Na mesma regido de SOGDH, uma nova interacao é observada. O residuo
Phe33 faz um contato hidrofobico e uma ligacéo de hidrogénio doador pi com a ribose no lado
da adenina (Figura 31D). Além disso, Leu283, que faz contato hidrofébico com a adenina em
AKRs, é substituido por Asn em SoGDH. Isso permite a formacdo de duas ligacGes de
hidrogénio adicionais com o anel de adenina, estabilizando ainda mais o cofator (Figura 31D).

Na Figura 31 fica claro que o lado da nicotinamida do sitio de ligacdo do cofator € muito
mais conservado do que o lado da adenina. No caso do primeiro, isto é esperado dada a
necessidade, em ambos 0s casos, da cavidade do sitio de ligagdo acomodar a porcdo de
nicotinamida orientada para catéalise produtiva. No entanto, no caso do lado da adenina,
embora alguns aspectos do sitio de ligacdo sejam preservados ao comparar AKRs e GDHs,
em geral a cavidade foi radicalmente alterada para acomodar NAD* em vez de NADP*. A
preferéncia por NAD™ como cofator para GDH provavelmente esta relacionada a dire¢do da

reacdo que estd sendo catalisada que, para gerar AsA como produto, deve estar na direcdo
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oxidativa. Conforme apontado por Barski et al., 2008 *° isso ¢ diferente da maioria dos AKRs
que geralmente favorecem a reducdo. Essas enzimas utilizam o NADPH como cofator que é
mais abundante no citoplasma do que a forma oxidada NADP™, favorecendo a reacdo de
reducéo *°. Para NADH/NAD* ocorre o inverso, sendo NAD™ a espécie predominante que ao
preferir NAD* como cofator, a GDH favorece a producdo oxidativa de L-galactono-1,4-

lactona a partir de L-galactose e, assim, a producdo efetiva de AsA.

3.2.6 Especificidade do substrato

Ainda ndo conseguimos sucesso na obtencdo de cristais de SOGDH ligados ao substrato
natural (L-Gal), um andlogo do substrato ou um inibidor. No entanto, compara¢6es com
estruturas cristalograficas de AKRs complexados com inibidores ainda sdo possiveis para
investigar a base estrutural das diferengas na especificidade do substrato. Para tanto,
utilizaremos como exemplo 0s AKRs 3-a-hidroxiesteroide desidrogenase (3-a-HSD) e aldose
redutase humana (ADR), ambos ligados a inibidores (Figura 32). Os AKRs apresentam
aminoéacidos dentro da bolsa de ligacdo do substrato que sdo responsaveis pela diferenciacdao
entre uma ampla gama de esterdides e substratos de agtcares ***°* (cor magenta na Figura
27). A Figura 32 mostra que no sitio ativo das trés enzimas, os residuos da tétrade catalitica,
Asp57, Lys90, Tyr62 e His127 sdo totalmente conservadas (Figura 32). O Trp228 de Loop-
B é essencial para a estabilidade e é conservado nas trés proteinas 4%, Além disso, Ala59 e
Trp93 desempenham o mesmo papel na estabilizacdo do substrato em 3-a-HSD e ADR
(Figura 32A e B). No entanto, em SOGDH essas posi¢des sdo ocupadas por Ser59 e Arg93, o
que pode ser importante para a diferenciacdo do substrato, uma vez que eles tém o potencial
de formar novas liga¢Ges de hidrogénio com os grupos hidroxila no substrato L-Gal (Figura
32C). Os aminoéacidos nas posicoes 61 e 128 estdo envolvidos na diferenciacdo entre agucares
e esterdides. *° Na posicéo 61, as hidroxiesterdides desidrogenases (HSDs) possuem Leu ou
lle, enquanto as aldose redutases (ADRs) possuem Val. Diferencas nesta posi¢cdo podem
alterar a topologia do sitio de ligacdo para acomodar substratos de diferentes tamanhos. Além
disso, na posicdo 128, os HSDs tém Phe enquanto os ADRs tém um Trp conservado. A
presenca do nitrogénio indol permite a discriminacao entre o agucar e o esterdide, controlando
a acessibilidade do substrato ou sua orientacéo no sitio ativo *° (Figura 32A e B). A SOGDH
de espinafre mostra diferencas altamente significativas nessas duas posi¢Oes, que sdo
ocupadas por Tyr6l e Aspl28 (Figura 32C). O Tyr61 poderia potencialmente realizar uma

interacdo de empilhamento com o anel de agucar ou ligacGes de hidrogénio com o substrato
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por meio de seu grupo hidroxila. A Asp128, por outro lado, tem o potencial de formar um par
de ligacdes de hidrogénio com hidroxilas adjacentes em L-Gal auxiliando no estabelecimento
da orientacéo correta do substrato enquanto discrimina entre diferentes agucares. Além disso,
as enzimas de ligacdo a galactose geralmente usam um aminoécido aromético (Trp, Phe ou
Tyr) para orientar corretamente o substrato de galactose dentro do sitio ativo. 1°® Os GDHs,
incluindo SoGDH, tém um Tyr185 conservado que os diferencia dos AKRs restantes (Figura
32C). Além de restaurar a interacdo com o anel de nicotinamida NAD™, essa tirosina também
pode desempenhar um papel no estabelecimento da especificidade da enzima para a L-
galactose e orienta-la corretamente na bolsa de ligacdo (Figura 32C).

A 3-a-HSD B ADR

Trp228

c SoGDH

Figura 32 - Especificidade do substrato em AKRs e SOGDH. (A) 3-a-HSD ligado a testosterona (amarelo),
mostrando aminodacidos importantes para a ligacéo do substrato. Leu61 e Phe128 sdo especificos
para AKRs que se ligam a esteroides. (B) Aldose redutase humana (ADR) ligada ao inibidor
“tolrestat”. Val61 e Trp128 (verde) sdo especificos para AKRs que se ligam a agUcares. (C) O sitio
ativo vazio como observado no complexo SOGDH-NAD*. Apesar de a SOGDH ter um aguicar como
substrato natural, ela apresenta uma Tyr na posicdo 61 e uma Asp na 128. Também apresenta
diferencas nas posicoes 59 (Ser) e 93 (Arg). Tyrl85 parece ser especifico para GDH, uma vez que
as proteinas de ligagdo a galactose usam um aminoacido aromatico para orientar o ligante para o
sitio ativo. 3-a-HSD Cédigo PDB: 1AFS, cédigo ADR PDB: 2FZD.

Fonte: Adaptada de VARGAS et al. %2
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O loop-C é essencial para determinar a especificidade do substrato em ARKs.1*® No
entanto, em ambas as formas de SOGDH relatadas aqui, o loop-C néo esta orientada para o
sitio ativo devido a auséncia de substrato e até agora ndo conseguimos esclarecer seu papel no
caso de GDHs. Em resumo, apesar da auséncia de um complexo com o substrato ou um
analogo de substrato, as estruturas aqui apresentadas fornecem a base para testar, por

mutagénese sitio dirigida, aqueles residuos que sdo mais provaveis de estarem envolvidos no

reconhecimento e seletividade do substrato.

Apesar da conservagdo do enovelamento (B/a)8, as diferengas significativas observadas
nos sitios de ligacdo do cofator e do substrato parecem justificar a classificacdo de GDHs
como uma nova familia dentro da superfamilia AKR. Isso é confirmado por uma analise
filogenética de sequéncias representativas das familias existentes retiradas do banco de dados
PKR da Universidade da Pensilvania (https://hosting.med.upenn.edu/akr/) que mostra GDHs

agrupados (Figura 33).
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Figura 33 - O dendrograma mostra as relagGes topoldgicas entre alguns membros dos AKRs e 5 representantes
de GDHs (em negrito). A arvore de consenso de “bootstrap” inferida a partir de 1000 réplicas mostra
GDHs agrupados em um grupo monofilético (ramos vermelhos), sugerindo a formagéo de um novo

subgrupo de AKRs por GDHs.

Fonte: Adaptada de VARGAS et al. 1%
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3.2.7 Estado aberto e fechado

Os AKRs tém um mecanismo de abertura e fechamento dependente de NAD(P), que
permite a formagdo de um tdnel que mantém o NAD(P) ligado. Essa estrutura transitoria e
formada apds a ligacdo do cofator por uma mudanca conformacional no loop-B e no loop 3-
al 4, As interagBes que permitem a formac&o de tuneis sdo diferentes em HSDs e ADRs. As
ADRs diferem pela presenca de uma ponte salina envolvendo Asp227, Lys35 e Lys273 e
interacdes hidrofobicas feitas por Trp27 (Loop-B3-al) e Pro226-Trp228 (Loop-B). Devido a
mutacdo de Asp227 por uma Ser, 0s HSDs ndo possuem a ponte salina que ajuda a estabilizar
o estado fechado. Consequentemente, em HSDs, o tlinel é estabilizado por diferentes
interacfes formadas entre varios residuos de Loop-f3-al (Pro33, Glu34, Lys35) ¢ Loop-B
(Asp225, Lys226, Thr227 e Trp228). *4

Na SoGDH os estados abertos e fechados sdo observados em funcgdo da ligagdo NAD™.
Uma sobreposicao das duas estruturas produz um RMSD de 0,66 para 318 atomos de Co com
as regides de maior divergéncia sendo Loop-f3-al e Loop-B (importante para a formacgéo do
tunel) (Figura 34). Apesar de SOGDH catalisar uma reacao envolvendo aglcar, como ADRS,
ela ndo possui uma ponte salina no tanel porque na posi¢do 273, a Gly substitui o Lys/Arg
conservados em ARKs. A formacdo e estabilizacdo do Tanel sdo devidos as interacdes
hidrofobicas entre Val32-Phe33 (Loop-B3-al) e Pro226-Trp228 (Loop-B), bem como uma
ligacdo de hidrogénio entre o nitrogénio indol de Trp228 e cadeia principal de Val32 (Figura
34C). embora haja uma variacao significativa ente AKRs e GDH nos detalhes das interacGes
responsaveis pela formacdo do tunel, este parece ser um mecanismo comum para todas essas
enzimas, indicando que a ligacdo de NAD" induz uma mudanca conformacional para a enzima

que ¢é presumivelmente essencial para uma catalise competente.

3.2.8 Comparacao da estrutura GDH

As estruturas primarias de GDHs mostram altos niveis de identidade de sequéncia entre
diferentes espécies de plantas (percentual média de identidade de 76%), preservando
aminoacidos-chave para a ligacdo de NAD™ e aqueles deduzidos da discussdo acima como
sendo importantes para a especificidade do substrato de L-galactose (Figura 32). Portanto,
espera-se que eles tenham uma estrutura tridimensional bem conservada, independente da
espécie. O banco de dados de proteinas RCSB atualmente tem disponiveis as estruturas
tridimensionais do arroz OsGDH em seus estados apo (7EZI) e holo (ligado a NAD", 7TEZL),
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mas ndo ha descrigdo publicada dessas estruturas. Conforme mencionado, o arroz OsGDH
tem o enovelamento (B/a)8-barril altamente conservada sendo semelhante ao espinafre
SoGDH.

A B

Forma Apo

Loop B3-a1

Figura 34 - Os estados de abertura e fechamento do SoGDH. (A) A forma apo de SOGDH (cor rosa) mostra
0 estado aberto, com pouco contato entre Loop-B e Loop-f3-al. (B) A forma holo de SOGDH-
NAD* (cor verde) mostra o estado fechado, formando um tnel gerado pelo contato feito entre
Loop-B e Loop-B3-al (NAD* é mostrado em preto dentro do tunel na parte inferior). (C) Uma
superposicao entre as formas SOGDH apo e holo mostram um “close-up” das regiGes Loop-B
e Loop-p3-al. A ligagdo de NAD* resulta em contatos hidrofébicos entre VVal32, Phe33, Pro226
e Trp228, bem como ligagbes de hidrogénio entre o nitrogénio indol de Trp228 e a cadeia
principal de Val32.

Fonte : Adaptada de VARGAS et al. 1*

A forma apo de ambas as proteinas tém um RMSD de 0,45 A para dtomos de Ca e as holo-
estruturas de 0,46 A. Diferengas significativas existem apenas nas regides Loop-p3-al e
Loop-B4-02 (Figura 35A). A importancia da regido Loop-B3-al para a formagao de tineis e

o fato de que as sequéncias de aminoacidos nessas regides sdo quase idénticas em ambas as
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enzimas, fazem com que essas diferencas sejam interessantes e dignas de uma investigacao
adicional. A primeira vista, ndo se esperaria que sequéncias semelhantes adotassem

conformacdes tdo radicalmente diferentes.

Uma conformagéo diferente de Loop-B3-al na enzima do arroz deixa Phe33, necessaria
para a formacéo do tdnel, em uma orientacdo oposta a observada no espinafre SOGDH. Além
disso, a mudanca de posic¢do do Loop-B3-al (~6 A) em direcdo ao Loop-B induz a formagéo
de um tunel mesmo na forma apo, algo normalmente ndo observado em AKRs ou em SoGDH
(Figura 35). No entanto, analisando 0 mapa de densidade eletronica de OsGDH fica evidente
que esta regido pode ter sido mal interpretada. Além disso, parece ter uma consequéncia
indireta para o Loop B4-02, que também adota uma conformagio radicalmente diferente da

observada em SoGDH.

Como até agora ndo conseguimos cristais com qualidade de difracdo de camu-camu
(MdGDH), realizamos sua previsdo de estrutura usando Alphafold2. *” O modelo resultante
para 0 camu-camu MdGDH apresenta uma estrutura muito semelhante a do SOGDH com um
RMSD de 0,56 A para os atomos de Ca. Em MdGDH, um estado aberto é observado com
Loop-B3-al e Loop-P4-02 nas mesmas posi¢des vistas em SOGDH de espinafre (Figura 35B),
e é muito diferente do observado na estrutura do arroz OsGDH. N&o ha diferencas notaveis
entre SOGDH e MdGDH ao redor do substrato e sitios de ligacdo de NAD®, o que implica que
eles deveriam apresentar propriedades cinéticas semelhantes como foi observado
experimentalmente (Tabela 5). Apesar do fato de que as previsdes do AlphaFold2 ainda estao
sob escrutinio pela comunidade cientifica, nossos resultados sugerem fortemente que a
conformacdo descrita aqui para os loops em apo SOGDH esté correta e espera-se que seja
conservada em outros GDHs. Uma vez que esta regido esta envolvida na formacao do tanel e,
portanto, é de importancia funcional, parece que a interpretacdo estrutural da regido apo da

OsGDH necessita ser revisada.
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[0 SoGDH
N OsGDH

Figura 35 - Comparacfes da estrutura GDH. (A) Uma superposicdo entre as estruturas cristalinas do espinafre
SoGDH de espinafre (verde) e da OsGDH de arroz (roxo) na forma apo. Apesar de ter um RMSD
de 0,45 A para os atomos de Ca, a orientagio do Loop-p3-al e do Loop-B4-02 sdo muito diferentes
(com um deslocamento de aproximadamente 6A). (B) Superposicéo entre a estrutura cristalografica
da SoGDH de espinafre (verde) e o modelo Alphafold2 para camu-camu MdGDH (azul). Loop-B3-
al e Loop-B4-a2 mostram a mesma orientagdo. Arroz OsGDH Codigo PDB: 7EZI.

Fonte : Adaptada de VARGAS et al. 1*

Figura 36 - Mapa de densidade eletronica (2Fo — Fc em 16) de Loop-B3-al e Loop-B4-a2 em SOGDH e SOGDH-
NAD*. A densidade mostra claramente a orientacdo de Phe33 em ambos os estados.

Fonte: Adaptada de VARGAS et al. 1%
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3.3 Subcapitulo: L-galactono-1,4-lactone desidrogenase (GalDH)

3.3.1 Purificacdo e determinacéo do estado oligomérico de MdGalDH

Conforme descrito na metodologia, a expressao heterdloga e purificacdo de camu-camu
MdGalDH foi realizada através de duas etapas. A primeira, constituida por uma cromatografia
de afinidade ao niquel, essencial para isolar a proteina de interesse de todas as outras expressas
da propria maquinaria da bactéria E. coli. As bandas observadas no gel de SDS-PAGE (Figura
37A) mostram uma proteina sollvel, com uma banda préxima de 66,2 kDa (massa esperada
de 61,48 kDa). Este resultado mostra que MdGalDH purifica com uma baixa quantidade de

contaminantes como observado nas fracOes de eluicdo E2-E5 (Figura 37A).
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Figura 37 - Expresséo e purificagcdo de MdGalDH. A) Cromatografia de Afinidade de MdGalDH, M:Marcador de
massa molecular, Al: antes de induzir com IPTG, DI: depois de induzir com IPTG, P: pellet-fracdo
Insoltvel, S: fracdo soltvel, NL: proteinas que ndo interagem com o niquel imobilizado na resina, L1:
lavagem com tampdo, E1-E5: eluigdes com 25, 50, 100, 250 e 500 mM de imidazol. Eletroforese em
gel SDS-PAGE 12%. B) Cromatografia de Exclusdo de Massa Molecular (SEC) de MdGalDH, com
picos homogéneos.

Fonte: Elaborada pelo autor

Na segunda etapa foi realizado uma cromatografia de exclusdo de massa molecular, onde
as eluicoes que apresentaram uma banda Unica na etapa 1, foram concentradas e injetadas
numa coluna de HiLoad Superdex 200 16/60. O cromatograma da purificagdo (Figura 37B)

apresenta um pico bem definido e a pureza foi analisada por gel de SDS-PAGE 12%.

Para dar continuidade as proximas etapas de caracterizacdo, foi importante definir a
homogeneidade e estado oligomérico da proteina MdGalDH recombinante. Portanto, para

estimar o estado oligomérico, utilizamos a cromatografia de exclusdo de massa molecular
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acoplada aos perfis de espalhamento de luz multi-angulo (SEC-MALS) como técnica absoluta
para determinar a massa molecular de nossa proteina em solucdo, assim como homogeneidade
dela. A estimativa da massa obtida, mostrou um pico homogéneo, o qual corresponde a uma
molécula de 60,69 kDa. Esta massa estaria relacionada com um monémero de GalDH, uma
vez que a massa molecular tedrica é 61,48 kDa (Figura 38). Este resultado é coerente com
relatos da literatura sobre as enzimas de pimenta (Capsicum annuum L, CaGalDH), % couve-

flor (Brassica oleracea, BoOGDH), '® e Arabidopsis thaliana (AtGDH). 3865157
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Figura 38 - Cromatograma de SEC-MALS de MdGalDH. As curvas correspondentes & mudanca no indice de
refracdo diferencial normalizado (vermelho), intensidade de luz espalhada normalizada a 90° (azul)
e peso molecular calculado do pico correspondente (linha preta horizontal) sdo fornecidos. A MW
determinada de MdGalDH (60,69 kDa) que corresponde ao MW tedrico esperado para um mondmero
de GalDH.

Fonte: Elaborada pelo autor

3.3.2 Enovelamento e estabilidade térmica de MdGalDH

Avaliamos o estado de enovelamento da proteina mediante 0 monitoramento de seu
espectro de CD, a cada 2°C, em funcdo do aumento de temperatura usando um gradiente de
20°C a 80°C. A Figura 39 apresenta os espectros de CD da proteina MdGalDH em
temperaturas onde ocorreram mudancas no seu sinal. Na temperatura de 20°C, podemos
observar minimos negativos em 222 e 208 nm que representam espectros caracteristicos de
proteinas que contém elementos de estrutura secundaria do tipo a e p com predominancia do
sinal referente as contribuicdes de hélices a. Os espectros apos a temperatura de 48°C mostram
uma diferenca significativa, que esta relacionado com a perda de elementos de estrutura
secundaria. A curva de desnaturacéo térmica, onde o sinal de espectro de CD foi monitorado
a 222 nm, mostra a T obtida (51,5 £ 0,2) apds um ajuste de Boltzman no sinal detectado
(Figura 39). Estudos da estabilidade e T de algunas aldonolactonas oxidoredutases que
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ligam covalentemente a FAD 1% ¢ de um GalDH de Arabidopsis thaliana (AtGalDH)
foram relatados com faixas de temperatura muito parecidos, variando entre 45 a 60°C
aproximadamente, mostrando a similaridade entre integrantes da superfamilia em termos de
estabilidade térmica. Estes valores também sdo coerentes com experimentos demonstrando a

perda de atividade catalitica das enzimas em temperaturas acima de 45-50°C, 158163
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Figura 39 - Espectro de CD de MdGalDH. A) Os espectros de CD obtidos em diferentes temperaturas. B)
Desnaturagdo térmica, Tr, de 51,5°C.

Fonte: Elaborada pelo autor.

3.3.3 Parametros cinéticos de MdGalDH

A enzima recombinante do camu camu MdGalDH, apresenta cinética tipo Michaelis-
Menten usando como seu substrato L-galactono-1,4-lactona (L-galL) e excesso de Citocromo
C (2 uM) (Tabela 7), com valor de Km de 0,044 mM, constante catalitica (Kcat) de 5,85 s e
uma eficiéncia catalitica (Kca/Km) de 132,95 mM™s™ e pH 6timo de 8,0 (Figura 40 A e B). O
isdmero L-gulono-1,4-lactona (L-gulL) também foi oxidado, mas menos eficientemente do
que L-galL (Tabela 7), o que significa que MdGalDH né&o ¢ estritamente especifico para L-

galactono-1,4, lactona mas apresenta uma preferéncia.
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Figura 40 - Atividade de MdGalDH recombinante. (A) Cinética de Michaelis-Menten da oxidacdo mediada por
MdGalDH de L-galL. (B) Atividade de MdGalDH em funcéo do pH. (C) Inibicdo de MdGalDH pelo
préprio substrato (L-galL). (D) Cinética de Michaelis-Menten da oxidacdo mediada por MdGalDH
de L-gulL. As atividades foram medidas como descritas na metodologia. Os valores sdo
apresentados como a média + SD de trés experimentos.

Fonte: Elaborada pelo autor

Os valores de pH 6timo relatados para AtGalDH 5% 163 estio na faixa entre 8 e 9.5 (Tabela
7), e valores semelhantes foram relatados para BoGalDH. 88 De acordo com relatos recentes
sob a atividade da GalDH para espécies nativas de plantas 697278164165 o valor de Km
reportado, varia de 0,044 a 3.3 mM, isso sem levar em consideracéo os valores relatados para
mutantes de AtGalDH (Tabela 7). A variacdo é bastante significativa com MdGalDH
apresentando um valor de Kn 4 e 75 vezes menor quando é comparado com AtGalDH e
BoGalDH respectivamente. Por outro lado, o valore obtido para a proteina MdGalDH em
relacdo a taxa de renovacao com o substrato L-galactono-1,4-lactona € bem mais baixa do que
0 tipo selvagem do AtGalDH e a maioria de suas variantes (Tabela 7). Enquanto a sua
eficiéncia catalitica (kca/Km) MdGalDH apresentou um valor 6 vezes mais baixo que
AtGalDH, e as variantes L561, L56F e L56H também foram mais eficazes do que MdGalDH.
A atividade de MdGalDH com L-gulono-1,4-lactona (L-gulL) é detectada com uma taxa de
oxidagdo baixa (Figura 40D), como visto também em GalDH de batata-doce e tabaco

(parametros ndo fornecidos) 1%41% sugerindo que esta reacdo ndo seja significativa in vivo.
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Vale lembrar que em camu-camu a enzima especifica L-gulono-1,4-lactona desidrogenase
(GulDH) apresenta uma alta afinidade pelo seu substrato natural (L-gulL) com um Kn de 2,37

1M 1€ sendo provavelmente a enzima mais relevante para a oxidacdo deste substrato.

Tabela 7 — Parametros cinéticos de estado estacionario para GalDH estudados até o momento. As constantes
cinéticas aparentes foram determinadas a 25°C em tampao de ensaio (pH 8,0) com concentrac6es
variadas de aldonolactona, L-galactono-1,4-lactona e L-gulono-1,4-lactona (300 uM e 100 mM,
respectivamente) e uma concentragdo constante de citocromo c (50 uM). Os valores sdo a
média £ SD de pelo menos dois experimentos. ND= ndo detectavel.

L-galactono-1,4-lactona (L-gallL) L-gulono-1,4-lactona (L-gulL)
Enzimas Km Kcat Kcat/ Km Ki ] pH Km Kcat Kcat/Km
(mM) | Y | (mMisY | (mM) | 6timo |  (mM) sYH | (mMish
MdGalDH? | 0.044 | 5.85 132.95 38,95 8 12.58 0,779 0,062
AtGalDHP 0.17 134 770 16,40 8-9,5 13,1 4,0 0,31
L561° 0.32 240 750 ND 8,8 ND ND ND
L56HP 0.121 32 260 ND 8,8 ND ND ND
L56F" 0.56 126 230 ND 8,8 ND ND ND
L56CP 0.99 76 78 ND 8,8 ND ND ND
L56AP 1,7 45 26 ND 8,8 ND ND ND
E386D¢ 12.1 4.7 0,39 ND 8,8 18,7 10,4 0,56
E386A° 17.9 1.4 0.078 ND 8,8 12,4 0,22 0,02
R388K° 123 48.5 0,40 ND 8,8 ND ND ND
R388A° 113 0,7 0,006 ND 8,8 ND ND ND
BoGalDH¢ 3.3 ND ND 32,60 | 8-8,5 ND ND ND

8GalDH parametros de acordo com este estudo.

GalDH parametros de acordo com LEFERINK et al. 7?
°GalDH parametros de acordo com LEFERINK atal.
dGalDH parametros de acordo com @STERGAARD et al. 7@

Fonte: Elaborada pelo autor.

Estudos de inibicdo pelo proprio substrato (L-galL) foram relatados para AtGalDH e
BoGalDH (Ki=16.40 e 32.60, respectivamente). A MdGalDH apresentou o mesmo fenémeno
com um Ki=38,95 (Figura 40C) calculado pelo programa Prism-GraphPad. Os resultados
sugerem que camu-camu MdGDH tem uma tolerancia ligeiramente maior & inibigdo por L-
galL que do BoGDH e AtGDH. A inibic&o poderia ser uma limitante da producao de vitamina
C da via D-manose/L-galactose, mas acredita-se que isso ndo seria 0 Unico limitante. Um
estudo recente em GalDH de pimenta revelou que a GalDH pode ser modulada por 6xido
nitrico (NO) em niveis transcricionais e pos-transcricionais, onde a expressao constante do
gene GalDH poderia permitir um “turnover” continuo da enzima, que pode manter ou
aumentar os niveis de ascorbato. 2> Em contrapartida, um estudo sobre o silenciamento por
interferéncia de RNA de GalDH de tomate mostrou que o conteldo total de ascorbato

permaneceu inalterado em plantas silenciadas com GalDH. " Estes resultados, sugerem a
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possibilidade de que nas plantas poder-se-ia ativar vias alternativas de producéo de vitamina
C. Neste sentido, a regulacdo da producdo do AsA seria ainda mais complexa do que

imaginado.

3.3.4 Estrutura geral de MdGalDH

Até a presente data, a Unica estrutura reportada na literatura para GalDH foi a de
Brassica oleracea resolvida mediante CRYO-EM. *® No entanto, a descricio da estrutura ndo
foi feita neste trabalho talvez por ser apenas um componente de um grande complexo (o
complexo mitocondrial 1). Neste trabalho, abordamos varias tentativas de cristalizacdo para
MdGalDH, das quais as condi¢Ges mais representativas que resultaram em cristais com
qualidade de difracdo de raios-X estdo ilustradas na (Figura 41) Dados de difracdo de boa
qualidade foram coletados para MdGalDH cristalizada em PACT (condicéo C5) e a estrutura
foi refinada até uma resolugio de 2.1 A. A qualidade do modelo se reflete nos valores de
Rwork=21,55% € Rfree=24,43%, com 96.98% de aminoacidos nas regides mais favorecidas no
diagrama de Ramachandran. Um resumo dos parametros da coleta e as estatisticas de

refinamento sdo mostrados na Tabela 8.

Figura 41 - Cristais da proteina do Kit PACT de MdGalDH. (A) Condigdo C5 (0,1 M PCTP pH 8.0, 25% w/v
PEG 1500), (B) condicdo D5 (0.1 M MMT pH 8.0, 25% w/v PEG 1.500), (C) condi¢do A5 (0.1 M
SPG pH 8.0, 25% w/v PEG 1500), (D) condi¢do F9 (0,2 M Tartarato de sddio e potassio tetrahidratado,

0.1 M Bis-Tris-propano pH 6.5, 2% w/v PEG 1500. As proteinas cristalizaram em uma faixa de 3-7
mg/mL. As condi¢Bes A e B foram as Unicas que difrataram.

Fonte: Elaborada pelo autor
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Tabela 8 - Coleta de dados de raios-X e estatisticas de refinamento de estrutura de MdGalDH.

MdGalDH
Fonte de X-ray Sirius MANACA
Detetor Pilatus 2M
Parametros da cela: a, b, ¢ (A) 64.16, 70.09, 89.94,
Parametros da cela: o, B, v (°) 90.00, 90.00, 90.00
Grupo especial P2122;
Resolugdo (A) 4497 -2.1(2.175-2.1)
L (A) 1.3236
Multiplicidade 13.3(13.7)
Rpim (@ll 1+ & 1-) (%) 0.064 (0.682)
CC(1/2) 0.995 (0.706)
Completeza (%) 100 (100)
Reflexdes 364118 (30336)
Reflexbes Unicas 27421 (2210)
<l/o(l)> 7.9 (1.6)
R (%) * 21,55%
Riree (%) * 24,43%
Numero de atomos: proteina 3672
Numero de atomos: Agua 145
Numero de atomos: ligante 0
B (A% 35.55
Erro de coordenada (basado no-ML)

0.28

(A)
Erro de fase (°) 25.35
Ramachandran favorecida (%) 96.98
Ramachandran permitida (%) 2.80
Pontuacéo de confrontos de todos 0s 331
atomos '
Comprimento de liga¢es (RMSD)
A)* 0.002
Angulo de ligagdes (RMSD) (°) * 0.47

Fonte: Elaborada pelo autor

Neste trabalho de pesquisa, inicialmente tivemos dificuldades em encontrar uma solucgéo
por substituicio molecular usando a estrutura de BoGalDH resolvida por CRYO-ME
(PDB:7A24), * enzima homologa com 82.1% de identidade sequencial. A orientagdo dos
“loops”, a baixa resolucéo da estrutura de BoGalDH (3.8 A) e o valor de RMSD de 3.135 entre
as duas estruturas (calculado ap6s a determinacdo bem-sucedida de MdGalDH), podem ter
sido os fatores principais do fracasso. No entanto, a estrutura da enzima MdGalDH foi

finalmente resolvida por substituicdo molecular usando a estrutura de MdGalDH predita pelo
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AlphaFold como modelo para a substituicdo molecular, usando o programa Phaser no pacote

Phenix. 118

A proteina MdGalDH faz parte das familias de Flavoproteinas vanilil-alcohol oxidase
(VAO), cujos membros se caracterizam por compartilhar um dominio de ligacdo de FAD
conservado e um dominio de ligacdo ao substrato variavel, que esta posicionado sobre o anel
de isoaloxazina do cofator. 1%7 A arquitetura variavel da ligacdo do substrato permite grande
variagdo na estrutura dos sitios ativos e na atividade catalitica das enzimas, mas mantendo o
enovelamento de ligagdo ao cofator conservado. 7 A maioria das flavoenzimas sio
oxidorredutases, usam as propriedades de transferéncia de elétrons do sistema de anel
isoaloxazina para catalisar a oxidacio ou reducéo de dois elétrons de seus substratos. 17 Um
estudo recente classificou a familia VAO em 11 subgrupos com base na funcéo e similaridade
da sequéncia para uma melhor compreensdo mecanicista das enzimas. 1’ Neste contexto,
MdGalDH faz parte do subgrupo 9: aldonolactona oxidorredutases cujos membros catalisam

a etapa final da sintese de AsA ou compostos antioxidantes relacionados. 67

Aldolactona oxidorredutases foram isoladas de varias fontes (plantas, animais e fungos),
mas ainda ndo sdo muito bem caracterizadas. ®° Recentemente, a primeira estrutura
tridimensional de uma aldonolactona oxidorredutase foi relatada 3, mas a descricdo geral, a
natureza do sitio ativo e o mecanismo de reacdo nao foram reportados. Neste trabalho,
descrevemos pela primeira vez a estrutura cristalografica de MdGalDH que apresentou uma
molécula na unidade assimétrica (o0 monémero fisioldgico) e a sua comparagdo com seu
homologo BoGalDH. A estrutura de MdGalDH ¢ dividida em dois dominios, o dominio de
ligacdo ao FAD o qual possui 3 fitas 3 paralelas (B1, B2, B3) e 5 fitas B antiparalelas (B4, 5,
6, B7 e B8) flanqueadas por 5 hélices a (aA, aB, aC, aD, aE) na sua regido N- terminal e 3
hélices a (aN, aO e aP) na sua regido C-terminal. O N-terminal da cadeia e as regides
(residuos: 58-63 e 244-247) sdo desestruturadas e nao apresentam densidade eletronica. O
segundo dominio (o dominio de ligacdo ao substrato ou dominio “Cap”) possui 7 fitas
antiparalelas (9, 10, 11, 12, B13, B14 ¢ B15) flanqueadas por 7 hélices a (aF, aG, aH, al,
al, oK, oL, aM) (Figura 42).
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Figura 42 - Topologia de MdGalDH. (A) Representacdo em modelo de fitas do monémero de MdGalDH
(esquerda), mostrando o enovelamento o/p caracteristico da familia VAO. O dominio de ligagéo ao
FAD e o dominio de ligagdo ao aglcar sdo destacados em verde e turquesa respectivamente. As
faixas em vermelho sdo os residuos que participam direta ou indiretamente do sitio ativo. (B)
Diagrama da topologia de MdGalDH, mostrando o dominio de ligacdo de FAD na cor verde com
as 8 p-fitas antiparalelas (B1, B2, B3, p4, B5, B6, B7 € B8) e as 8 a- hélices (aA, aB, aC, aD, aE, aN,
aO e oP). O dominio cap (turquesa) apresenta 7 p-fitas antiparalelas (B9, 10, 11, p12, 13, pld e
B15) e as 7 a-hélices (aF, aG, aH, al, aJ, aK, oL, aM).

Fonte: Elaborada pelo autor

3.3.5 Sitio de ligacéo do cofator FAD

Ainda ndo conseguimos sucesso na obtencéo de cristais de MdGalDH ligados ao cofator
FAD. No entanto, realizamos uma busca no Protein Data Bank com o programa DALI 168,
para identificar estruturas semelhantes que tivesse FAD ligado. de possiveis residuos que
poderiam ligar ao FAD. O resultado mostrou que o homdélogo mais proximo com estrutura
cristalografica em complexo com FAD foi a enzima Alditol oxidase (AldO) de Streptomyces
coelicolor (PDB:2VFS). A enzima AldO esta ligada ao FAD covalentemente no residuo de
His46, % ¢ uma enzima monomérica de 418 aminoécidos e, pertencente a familia das
flavoproteinas VAO, especificamente do subgrupo 10: Alditol oxidases. 1%’ Todas as alditol
oxidases caracterizadas conttm um cofator FAD ligado covalentemente e catalisam a
oxidacdao dos grupos hidroxila primarios de alditdis (alcoois de agucar), produzindo aldoses,
com oxigénio molecular atuando como aceptor de elétrons. " Embora GalDH se ligue ao

FAD de modo ndo covalente, nos realizamos um alinhamento das sequéncias de aminoacidos
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de ScAldO *° comparando com outras 16 sequéncias aldonolactona oxidorredutase de outras
espécies de plantas que tinham uma faixa de similaridade entre 47,9 - 96.2% (Figura 43). A
similaridade de sequéncia de MdGalDH e ScAldO foi de 34.2%. Na Figura 43 se observa
uma conservacdo alta dos residuos que interagem direta e indiretamente com FAD na estrutura
da AldO comparado com as outras 16 GalDHs. O FAD esta profundamente enterrado na
estrutura de AldO, onde seu grupo pirofosfato esta envolvido em varios contatos de pontes de
hidrogénio com atomos da cadeia principal. Os residuos que interagem (Gly43 a Phe48) séo
conservados em todas as GalDHs, formando um motivo do grupo pirofasfato de FAD para as
GalDHs, que estaria formado pelos residuos “GxxLSP”. Neste motivo a H46 (que liga
covalentemente ao FAD) e F48 de ScAIdO % so trocados por L56 e P58 em MdGalDH. A
sobreposicao de MdGalDH com ScAldO, mostra que os residuos de ligacdo a FAD de ScAldO,
sombreados com a cor turquesa (Figura 43), estdo localizados na mesma posi¢do e na mesma
orientacdo em MdGalDH. Estudo de mutagénese sitio dirigida em AtGalDH revelaram que a
presenca de uma His na posicdo da L56 ndo resulta em uma ligacéo covalente do cofator.
Alias esta variante (L56H) mostrou uma eficiéncia catalitica 3 vezes menor que a nativa, o
que sugere que o FAD foi mais fracamente ligado no mutante. *° Todas as demais variantes
de L56 estudadas podem ser facilmente reconstituidas pela adi¢do de FAD. % Isso sugere que
o0 acoplamento do cofator FAD talvez seja um processo autocatalitico, com a exigéncia de um

sitio de ligacio pré-organizado. "

Um estudo sugere que a importancia de ter flavinilacdo covalente poderia estar no
desenvolvimento da saturacdo do sitio ativo com o cofator para ambientes deficientes em
flavina e 0 ancoragem do anel isoaloxazina do sitio ativo com as propriedades redox. >170-171
Os dados cristalograficos de ScAldO, comparado com os de MdGalDH fornecem informacg6es
relevantes sobre os residuos importantes da ligacdo ao FAD, permitindo uma visdo geral da
possivel trajetéria molecular da enzima com seu cofator e seu substrato, além de fornecer
informacgGes relevantes sobre os residuos envolvidos na formacdo da cavidade catalitica

(discutido em outra sec¢éo).
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------ ITAPSEGNVEQDINDLTFTELRDKLLALDP-LNKDHVIQVNQAEAEFWRKSEGYRVGWSDEI LGFDCGGQOWVSETCFPVGTLSKPNMKDLQY IEDLK
KDRADVMTAKSPDGTEPDINELSFTELRDKLLALDP- LNKEHVIKVNQAEAEFWRKSEGYRVGWADEI LGFDCGGROWVSETCFPSGTLAKLSMKDLEYTEELK
—————— IAARKPLDNNEPDINDLSFTELRDKLLALDP-LNKDHVVKVNQAEAEFWTKSEGYRLGWSDEI LGFDCGGROWVSETCFPAGT LTKPSMKDLOQFMEDVM
—————— SRGESAE--EQKIDELSFTELRDKLIALDP-LNKKHIISINQAEAEFWRKSEGYRVGHWSDEILGFDCGGQOWVSETCFPAGKLANPSMKDLEYIEELK
~SGKKSPDSSEPDIQELSFTELRDKLLALDP- LNDVHEVAKVNQAEAEFWKKSEGYRVGWSDEILGFDCGGQOWVSESCFPAGTLANPSMKDLEYIEELK
--VADSGSP-EPEIDELSFTELRDKLLALDP-LNKERVIEINKAEAEFWRKSEGYRVGWSDEI LGFDCGGHOWVSETCFPAGTLSKPSMKDLEYIEELM
~SSKKTPDSREPDINELSFTELRDKLIALDP-LNDVEVGKVNQAEAEFWKKSEGYRVGWSDEILGFDCGGQOWVSETCFPAGT LAKPSMKDLEYIEQLK
VTDSGSPDEPEIVELSCTELRDKLLAMDP- LNKEHVIKVNKAEAEYWRKSEGYRVGHWSDEILGFDCGGHOWVSETCFPAGTLSKPSMKDLEYIEELM
--VSPTENYPDINELSFTELRDKLLAIDP-ANAEHI TEVNQAEAEFWKKSEGYRVGWSDEILGFDCGGQOWVSETCFPAGTLAKPNMKDLEYIEKLK
—=-SFRVENDPAMDQLSFTELRDNLLALDP-LNKDHVLKINQAEAEFWRKSEGYRVGWSDEI LGFDCGGRQOWVSETCFPVGT LARLNMKDLEFIEELK
KNNSSSMASEENKPLSFTELRDHLIALDP-LNKDHIVKINEAEAEFWRKSEGYRVGHWSDEILGFDCGGQOWVSETCFPAGTLSNPSMKDLEYVENLL
————————— TETESNDPEIDTLSFTELRDKLLALDP-LDKDHVVKVNKAEAEYWKKSEGYRMGWSDEI LGFDCGGQOWVSENCFPTGTLAKPSTKDIDYIEKLL
-LLLEKVGSTLSPAALKDISSLDFAGLRDHLLAVAP-LDVSWIKQVNNAEAEFWRRSQGTRVDYSDKILGFECGGROWVNEVSFPVGTLEEPNGKDLDYMDELM
QAPKLPPDALDSLTFFELRDKLLAADP - LDWEHVKKVNEAEAEFWKMREGSRVAWSHEI LQFDCGGQOWVLEARFPAGTVNKPSDASIAFMEEVL
——————————————— EPDYLDWSFTKLRDKLLAINP-LDKKHVIRVNEVEKLFWKLSEGYRVAYSDDI IGFDCGGQOLVEEVSFPT -~ ---AGTLELDFMOKLL

continua
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Figura 43 - Alinhamento de multiplas sequéncias de Aldola de outras espécies de plantas e Alditol oxidase
(ScAldO). As sequéncias usadas para o alinhamento foram: Myrciaria dubia (OK642676.1,
MdGalDH), Streptomyces coelicolor (PDB:2VFR,ScAldO), Rhodamnia argentea (XP_030517151.1,
RaGalDH), Cannabis sativa (XP_030495485.1, CsGalDH), Citrus sinensis (KAH9649046.1,
CsGalDH*), Actinidia chinensis var. chinensis (PSS01756.1, AdGalDH), Vigna umbellata
(XP_047172088.1, VuGalDH), Arabidopsis thaliana (BAA95212.1, AtGalDH), Nicotiana tabacum
(NP_001312485.1, NtGalDH), Brassica oleracea var. oleracea (PDB:7A23, BoGalDH), Solanum
tuberosum (ADP09635.1, StGalDH), Spinacia oleracea (XP_021838259.1, SoGalDH), Viscum
album (UER43480.1, VaGalDH), Genlisea aurea (EPS69983.1, GaGalDH), Setaria viridis
(XP_034603601.1, SvGalDH), Ectocarpus siliculosus (CBJ29466.1, EsGalDH), Klebsormidium
nitens (GAQ86319.1, KnGalDH), Phytophthora ramorum (KAH7509002.1, PrGalDH). O
alinhamento foi realizado usando Clustal W.Os possiveis residuos de ligacdo ao FAD (sombreado na
cor turquesa) e substrato (sombreado na cor verde). O local de clivagem putativo da sequéncia de
direcionamento mitocondrial na planta GALDH (RVY/YAP) € o inicio das sequéncias. A estrelha
vermelha representa residuos que formam a cavidade de ligagao ao substrato. A His46 envolvido na
ligacdo covalente do cofator FAD (cor azul, sombreado cor tusquesa).

Fonte: Elaborada pelo autor

Por outro lado, ndo comparamos com a estrutura de BoGalDH por dois motivos: Primeiro

a estrutura ndo apresenta o cofator ou substrato ligado e, segundo a estrutura apresenta uma

orientacdo dos elementos de estruturas secundarias um pouco diferentes. A sobreposicdo das
estruturas de MdGalDH e BoGalDH (RMSD de 3.135), revela algumas diferencas. Por
exemplo na estrutura de BoGalDH a cauda N-terminal foi identificado ligada ao complexo |

em maturagdo com os intermediarios B14.5b e 15 kDa * (Figura 44). Precisamente esta

regido em MdGalDH ndo apresenta densidade eletrénica pelo fato dela ndo estar ligada ao
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complexo, sugerindo que esta regido € flexivel, mas necessaria para a formacéo do complexo
I, quando assume uma estrutura definida. No entanto, a maior diferenca é observada na regiao
do dominio de ligacdo ao substrato. Em MdGalDH é notorio a formacédo de mais estruturas
secundarias (aG e B13) (Figura 44). Em BoGalDH o sub-dominio formado pelo feixe de
hélices-a (aG, oH ¢ ol em MdGalDH) é diferente por conta da falta de aG ¢ a presenga de um
loop mais comprido (Figura 44C e D). Por outro lado, o alinhamento mostra que ndo ha
diferencas significativas nas sequéncias de aminoacidos entre as duas proteinas nesta regiao

(Figura 43). Portanto, isso sugere uma possivel interpretacdo erronea da densidade eletrénica

desta regifio em BoGalDH. A resolucdo da estrutura de BoGalDH (3.8A) comparada com a de
MdGalDH (2.1 A) fortalece esta hipotese.

oJ (T

MdGalDH
BoGalDH

Figura 44 - Sobreposi¢do da enzima MdGalDH e BoGalDH. A) Sobreposi¢do das estruturas mostrando a
diferenca mais relevante no dominio de ligagéo ao substrato (circulo vermelho) B) Zoom e giro de
90° do dominio de ligagdo ao substrato mostrando as estruturas secundarias com maior diferenga
(circulo vermelho). C) Mostra a formacdo de uma hélice a mais em MdGalDH onde em BoGalDH
se observa um “loop” muito flexivel. D) Zoom da regiéo das hélices de MdGalDH (3 hélices) x
BoGalDH (2 hélices).

Fonte: Elaborada pelo autor

3.3.6  Mecanismo geral de MdGalDH

De forma geral, 0 mecanismo catalitico das aldonolactona oxidorredutase, € conhecido por
ser semelhantes em todos o0s casos. %7 A ligacdo C2’-C3’ do substrato lactona é oxidada a
uma ligagdo dupla pela transferéncia de dois elétrons para o cofator flavina da enzima. A
reoxidacdo subsequente do cofator flavina pode ocorrer por sua reacdo com 0 oxigénio
molecular (L-gulono-1,4-lactona oxidase, GUO) ou aceptores de elétrons como o citocromo
C (GalDH). 7 Mas, falando especificamente do mecanismo de GalDH para a produgio de
AsA, 0 mecanismo envolve duas semirreagOes, a redutiva e a oxidativa. Na etapa redutiva o

cofator flavina oxidado é reduzido ao estado hidroguinona pelo substrato L-galactono-1,4-
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lactona (L-galL). A enzima reduzida de dois elétrons é entdo reoxidada na semi-reagdo
oxidativa pelo citocromo C. "+ Esta semi-reacdo oxidativa envolve duas etapas de um
elétron e a formacdo transiente da flavina anionica vermelha semiquinona. Este mecanismo
foi estudado em AtGalDH, usando a técnica de fluxo interrompido (stop flow). "+16 A reducéo
da flavina por L-galL parece ser o passo limitante da velocidade no ciclo catalitico. A
reoxidacdo pelo Citocromo C (Cc) na semi-reacdo oxidativa ocorre relativamente rapido, com
uma constante de velocidade bimolecular de 3,6 x 10 M~* s, quatro ordens de magnitude
mais rapida que a reoxidacdo pelo oxigénio molecular. 1% Esta reoxidagio do Cc revela a
formagdo do complexo transitorio de baixa afinidade com o Cc. Sua interacdo envolve
movimentos dindmicos proteina-proteina e fatores entrépicos. Além disso, revelaram que a
afinidade de GalDH pelo Cc é semelhante para todos os diferentes estados redox. Esta
interacdo relativamente ndo especifica, ndo impede a rapida transferéncia de elétrons dentro
do complexo, porque as conformacgdes permissiveis de transferéncia de elétrons suficientes

sdo aparentemente amostradas no complexo dinadmico. 7

Até agora, ndo obtivemos sucesso na obtencao de cristais de MdGalDH ligado ao FAD e,
nem na obtengdo com o substrato ou inibidor. O fato de ndo se ter ainda a estrutura
cristalografica de aldonolactona oxidorredutase, complexada com o FAD, substrato ou
inibidor dificulta nossa compreensdao sobre os mecanismos que envolvem o sitio ativo da
enzima MdGalDH.

No entanto, a elucidacédo de alguns residuos importantes para a catalise foram relatados
para AtGalDH, usando mutagéneses sitio dirigida: C340, L56, Glu386 e Arg388, %727 mas
a falta de uma estrutura tridimensional da enzima ndo permitiu desvendar como ocorre a

interacdo do substrato no sitio ativo.

Nesse contexto, tentamos identificar e interpretar as ligagdes dos residuos que estariam
participando deste processo. Mas, devido ao limitante das estruturas cristalograficas da
subfamilia: Aldonolactonas oxidorredutases, achamos importante comparar a estrutura de
MdGalDH com a estrutura de AldO, enzima homologa com maior similaridade estrutural.
Embora 0 mecanismo catalitico de AldO seja diferente, os residuos que participam da ligacédo
do FAD e o substrato “xilitol” sdo conservados na sua maioria (Figura 43). Na estrutura de
AldO a posicao do xilitol € observada no fundo do funil do sitio ativo por meio de ligacGes de
hidrogénio envolvendo seus grupos hidroxila com a Ser106 (&tomos O2 e O3 do substrato), o
Glu320 (02 e O4) e a Thr345 (O5). Na estrutura de MdGalDH esta conservado a Serl14,
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Glu383 e, na posicdo da Thr345 ¢ trocada por um residuo de Ile412. Além disso, o atomo de
O1 do xilitol estabelece interacGes de ligacdo de hidrogénio com dois grupos carregados
positivamente: o &tomo NZ de Lys375 e a porcdo guanidinio da Arg322. A presenca do
residuo His343, localizado como “backdoor” da cavidade catalitica, define o tamanho e a
forma da area acessivel ao substrato em frente a flavina. Em MdGalDH é conservado Lys453,
Arg385, mas a His343 € substituida por uma G410. Como resultado das interacGes feitas por
estes residuos, a cadeia alifatica do xilitol em AldO fica “sanduichado” entre o anel imidazol
da cadeia lateral de His343 e o anel da flavina (Figura 45A). Este arranjo coloca a ligacao
C1-01 do poliol bem na frente do &tomo C4a do anel de flavina, em uma orientacdo para o
evento de oxidacdo que pode ser tipicamente identificado por um mecanismo de transferéncia

de hidreto. 16°

Por conseguinte, os residuos de AldO (K375, T345, H343, E320, R322 e S106, (Figura
45A) envolvidos na ativagdo do substrato, criam um aglomerado de doadores de ligagdes de
hidrogénio que auxiliam na ligacdo e orientacao do substrato para favorecer a desprotonacao.
A hipotese da posicdo de encaixe do L-galL na estrutura de MdGalDH foi realizada a partir
uma sobreposicdo da estrutura AldO ligado com xilitol e MdGalDH. Para a sobreposi¢do se
levou em conta apenas os residuos que interagem com o xilitol e a Figura 43 mostra 0s
residuos homologos que estariam formando as possiveis interacbes em GalDH. Apds a
sobreposicao e a analise dos residuos que ligam com o ligante, a possivel posi¢do e orientacdo
de L-galL, encaixada na estrutura de MdGalDH foi realizado manualmente no Coot (Figura
45B). A principal diferenca observada entre a formag&o da cavidade do sitio ativo de AldO e
MdGalDH é o residuo de H343, que no caso da MdGalDH é trocado por uma G410.
Precisamente a troca deste residuo é estericamente relevante, pelo fato dela tornar a cavidade
do sitio ativo de MdGalDH maior, para assim conseguir encaixar o substrato de agUcar de 6
carbonos de L-galL no sitio ativo (Figura 45C). Os demais residuos do sitio ativo de
MdGalDH s&o conservados nas aldonolactona oxidorredutases alinheadas (Figura 43)
indicando semelhanga no mecanismo catalitico. MdGalDH exemplifica de forma elegante
como o processo evolutivo é econdmico em gerar estruturas capazes de reconhecer substratos
diferentes (portanto participando de vias metabdlicas diferentes) enquanto simultaneamente

preserve aspectos fundamentais dos processos quimicos envolvidos.
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Figura 45 - Cavidade de ligagdo ao substrato xilitol em ScAldO e L-galL em MdGalDH. A) Mostra a cavidade
e os residuos importantes para a catélise do xilitol de AldO. B) Mostra a cavidade e os possiveis
residuos que estariam participando da catélise de L-galL de MdGalDH. C) Sobreposicdo dos
residuos de MdGalDH e ScAldO que formam a cavidade de entrada do substrato ao sitio ativo.

Fonte: Elaborada pelo autor
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4 CONCLUSAO

Nosso trabalho traz informagdes para preencher em parte a lacuna de conhecimento sobre
os aspectos funcionais e estruturais das enzimas criticas envolvidas na biossintese de vitamina
C em plantas (Figura 2). Descrevemos parametros biofisicos, bioquimicos e estruturais de
trés enzimas da via D-manose/L-galactose de Myrciaria dubia, camu-camu (MdGME,
MdGalDH, MdGDH) e da Spinacia oloracea (SoGDH). Camu-camu apresenta uma elevada
concentracdo de AsA, mas sua compreensdo pela qual acumula esse AsA ainda é pouca
compreendida, nds acreditamos que um dos motivos poderia estar envolvido com as
funcionalidades das enzimas que participam da via.

Pela primeira vez as propriedades biofisicas e estruturais de MAGME recombinante foram
descritas, os resultados obtidos fornecem uma melhor compreenséo estrutural e funcional da
enzima MdGME. Sua massa molecular para uma proteina dimerica de 94,22 kDa (Figura 6).
A estrutura cristalografica apresenta ser muito semelhante com a de AtGME, verificou-se que
os residuos cataliticos e da ligagdo ao NAD™ sdo bem conservados, o alinhamento das
sequéncias mostrou alto grau de conservacdo nos residuos, sugerindo uma conservacao
estrutural de outras GMEs. No entanto, as estruturas complexadas de GME ligada s6 a NAD™
e, GME complexada com NAD*-GDC/GDD (substrato e produto) nos revelaram uma melhor
compreensdo do mecanismo da enzima. Uma mudanca conformacional da estrutura de GME
é observado quando a enzima apresenta a ligagdo do NAD™, substrato e produto ao mesmo
tempo, algo ndo descrito até 0 momento. A estrutura de MAGME-NAD" revelou 3 “loops”
flexiveis que sofrem uma mudanga conformacional na estrutura em fungdo da presenca do
substrato/produto. Além disso, os mesmos loops estariam envolvidos na dimerizacdo da
enzima e do seu estado oligomérico funcional. Portanto, as informacGes fornecidas neste
trabalho sobre GME é uma base fundamental para futuras pesquisas, envolvendo estudos de
mutagénese sitio dirigida aos residuos de importancia catalitica e estrutural (dimerizagdo) da
enzima.

Para as GDHs recombinantes, descrevemos pela primeira vez sua estrutura cristalogréfica
em suas formas apo e holo, revelando assim sua base estrutural para a preferéncia por NAD*
como cofator, importante para iniciar a reacdo na direcdo da sintese de AsA. A mudanca
conformacional observada entre as duas formas da enzima é semelhante a observada para a
ligacdo do cofator das AKRs em geral, levando ao enterramento do NAD* dentro de um tunel
de sitio de ligacdo com a nicotinamida direcionada para a regido da tétrade catalitica. No

entanto, apesar da auséncia de uma estrutura cristalina da enzima com L-Gal ligada foi
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possivel identificar residuos que provavelmente estdo envolvidos na seletividade do seu
substrato natural. Estes incluem Tyr61, Tyr185, Ser59 e Asp128 e sua identificacdo abre novas
perspectivas para experimentos futuros. No entanto, a semelhanca das estruturas
cristalogréaficas do SoOGDH com as AKRs, revela uma origem evolutiva comum, apesar da
catélise ser diferente, redutiva para as maiorias das AKRs e de oxidacgéo para as GDHSs, o qual
justifica o uso de NAD* como cofator ao invés de NADP*. Enquanto, a origem da seletividade
da L-Gal permanece especulativa neste estagio devido a auséncia de uma estrutura com um
analogo de substrato ligado, 0 mecanismo regulatério por trds do controle da sintese de AsA
em plantas é uma importante questdo em aberto. De acordo com nossos resultados, tanto
camu-camu e espinafre, a atividade catalitica de GDH ndo é regulada por inibigcdo tipo
“feedback”. Relatos anteriores contrariando esta hipGtese podem ter sido artefatos
introduzidos por uma mudanga no pH em vez de inibigdo competitiva.

A estrutura cristalografica de uma aldonolactona oxidorredutase € descrita aqui pela
primeira vez. No entanto, a auséncia de uma estrutura cristalografica ligada a FAD e/ou com
L-galL/ou inibidor, fizeram com que comparassemos nossa estrutura cristalografica com AldO
(FAD, ligacdo covalente), homdlogo mais proximo de GalDH com estrutura resolvida em
complexo com FAD e substrato (xilitol). Gracas a analise estrutural minuciosa e ao
alinhamento da sequéncia de aminoacidos, pudemos identificar os possiveis residuos que
estariam interagindo com o sitio de ligacdo a FAD e L-galL (o substrato natural).
Consequentemente, identificou-se os residuos que estariam envolvidos na seletividade de
encaixe do substrato natural (L-galL) a sitio ativo, entre eles a Ser114, Arg385, Lys453,
Glu383, lle411e finalmente a Gly409, residuo que possivelmente estaria definindo o tamanho
e forma da cavidade onde encaixa o substrato em frente a flavina. A identificacdo destes
residuos ja abre novas perspectivas experimentais. Além disso, nossos resultados sugerem
uma baixa eficiéncia catalitica de MdGalDH comparado com seu homélogo AtGalDH e uma
maior resisténcia a inibigdo pelo substrato.

Em suma, neste trabalho elucidamos detalhes estruturais das enzimas que participam das
sinteses de AsA da via D-manose/L-galactose, estabelecendo as bases para futuros
desenvolvimentos do uso destas proteinas para fins biotecnoldgicos. As observacdes das
estruturas tridimensionais das trés enzimas sdo importantes para o entendimento do
mecanismo de catalise de cada uma delas. Os dados mostrados trazem novas informacdes,
levantam hipoteses e confirmam alguns dados bioquimicos previamente estudados. A

descricdo de possiveis interacOes entre residuos especificos e os substratos contribui para uma
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compreensdo mais ampla das relagGes estrutura-fungdo das enzimas envolvidas na sintese da

vitamina C.
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