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Resumo

Tripanossomiases sdo enfermidades associadas a infeccdo por protozodrios do género
Trypanosoma. Estas doengas sao normalmente tratadas com medicamentos de alta toxicidade e
baixa eficiéncia. A pesquisa de novos compostos que atuem de maneira especifica contra alvos
metabdlicos pré-estabelecidos pode levar ao desenvolvimento de farmacos mais eficientes no
tratamento destas enfermidades. A enzima glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PD) é um alvo
metabdlico validado experimentalmente em Trypanosoma brucei. A G6PD catalisa o primeiro
passo da via de sintese de pentoses que supre a célula com ribose-5-fosfato para sintese de bases
nitrogenadas e NADPH para biosintese de lipideos, colesterol e neutralizacdo de espécies reativas
de oxigénio. O esteroide desidroepiandrosterona (DHEA) e seus andlogos sdo conhecidos
inibidores incompetitivos da enzima humana e recentemente foram caracterizados também como
potentes inibidores da G6PD de T. brucei e T. cruzi. Estes esteroides também apresentam efeito
citotéxico a forma sanguinea de T. brucei e a forma epimastigota de T. cruzi. Em conjunto, estes
resultados sugerem que esteroides andlogos do DHEA devam ser explorados como uma nova
classe de farmacos anti-parasitarios. Apesar de ja haver estruturas da enzima, o sitio de ligacdo
destes esteroides ndao é conhecido, informagdo que ajudaria no desenho racional de novos
inibidores. Assim, este projeto teve como objetivo principal a identificagdo do sitio de inibi¢do por
cristalografia. Conseguiu-se estabelecer um protocolo de expressdo, purificacdo e cristalizagdo
para a G6PD humana. Testou-se a co-cristalizagdo, seeding e soaking com os esteroides DHEA,
epiandrosterona (EA) e 16-bromo-epiandrosterona (16BrEA) com os substratos da enzima, além
de outros complexos com frutose-6-fosfato, glucosamina-6-fosfato e NADPH. Na tentativa de
diminuir a atividade da enzima para facilitar a cristalizagdo com os substratos e os esteroides, fez-
se o mutante D200N, que além de ser menos ativo, também apresentou uma menor inibicdo pelos
esteroides. A enzima humana se apresenta como um equilibrio de dimero e tetramero, ndo se
sabendo a influéncia destes estados na atividade da enzima. Assim, para favorecer somente um
estado oligomérico, foram avaliadas muta¢Ges na interface do tetrdmero. A mutacdo A277C

permite a formacdo de uma ponte dissulfeto com a C294, estabilizando o tetramero. A mutacdo
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E347A é capaz de desestabilizar o tetramero, favorecendo a forma dimérica. Embora nao tenha
sido possivel obter a estrutura da enzima com os esteroides, conseguiu-se pela primeira vez
apontar para um residuo importante para a inibicdao, o que abre oportunidade para investigacdes

futuras que podem levar a descri¢ao do sitio de inibicdo.
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Abstract

Trypanosomiases are infectious diseases caused by protozoan parasites from genus
Trypanosoma. Such diseases are currently treated with low effective and highly toxic drugs. The
research of novel compounds which inhibits validated metabolic targets might lead to the
development of more efficient drugs to such neglected diseases. The enzyme glucose-6-phosphate
dehydrogenase (G6PD) was experimentally validated as a metabolic target in T. brucei
bloodstream form. G6PD catalyzes the first step of the pentose phosphate pathway (PPP), which
supplies the cell with ribose-5-phosphate for synthesis of nucleotides and NADPH for biosynthesis
of lipids, cholesterol and detoxification of reactive oxygen species. The steroid
Dehydroepiandrosterone (DHEA) and analogues are known uncompetitive inhibitors of the human
G6PD and recently they were also characterized as potent inhibitors of T. brucei and T. cruzi G6PD.
It was also demonstrated that these steroids are toxic to cultured T. brucei bloodstream form and
T. cruzi epimastigote form. Together these results suggest that DHEA derivatives must be explored
as a novel anti-parasite drug class. Although the structure of the enzyme is solved, the binding site
of these steroids is unknown, information that would help in the rational design of new inhibitors.
So, the main goal of this project was the identification of the inhibition site by crystallography. It
was established an expression, purification and crystallization protocol for the human G6PD. It was
tried the co-crystallization, seeding and soaking of the steroids DHEA, epiandrosterone (EA) and
16-bromo-epiandrosterone (16BrEA) with the substrates of the enzyme, beyond other complexes
with fructose-6-phosphate, glucosamine-6-phosphate and NADPH. Attempting to diminish the
enzyme activity to facilitate the crystallization with the substrates and the steroids, it was made
the mutant D200N, which not only is less active, but it’s also less inhibited by the steroids. The
human enzyme is in equilibrium between dimer and tetramer, being unknown the effect of these
states to the enzyme activity. This way, to favor one oligomer state, it was assessed mutations at
the tetramer interface. The mutation A277C allows the formation of a disulfide bond with the

C294, stabilizing the tetramer. The mutation E347A is able to destabilize the tetramer, favoring the

Xv



dimer. Although it was not possible to determine the structure of the enzyme with the steroids,
for the first time it was shown the involvement of a residue in the steroid inhibition, which makes

possible future investigations that can lead to the inhibition site description.
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Capitulo 1: Introdugao

1.1 Tripanossomiase Humana Americana

A tripanossomiase americana, ou Mal de Chagas, é uma doenca negligenciada parasitaria
causada pelo protozoario Trypanosoma cruzi, familia Trypanosomatidae, ordem Kinetoplastida, e
transmitida por insetos dos géneros Triatoma, Rhodnius e Panstrongylus, conhecidos como

barbeiros. A doenca foi descoberta no comeco do século XX pelo médico brasileiro Carlos Chagas. *

O ciclo de vida do parasita é complexo e possui diferentes estagios, divididos entre o vetor
e o hospedeiro mamifero. No triatomineo, encontra-se a forma replicativa epimastigota, que se
multiplica no intestino do inseto, e a forma tripomastigota metaciclica, a forma infectante, que sai
nas fezes do vetor durante o repasse sanguineo. No hospedeiro mamifero, o tripanossomatideo é
encontrado na corrente sanguinea na forma de tripomastigota, que é capaz de invadir todos os
tipos de células nucleadas, diferenciando-se na forma replicativa amastigota. Dentro da célula,
estas se multiplicam e se transformam novamente em tripomastigotas, destruindo as células e

voltando a corrente sanguinea. O ciclo se fecha com a picada do barbeiro, que é infectado com a

forma tripomastigota® (Figura 1).

Doenga de Chagas: Ciclo de
Vida do Trypanosoma cruzi

No inseto Barbeiro No ser Humano

o O insecto pica e defeca ao mesrao terapo. O e
tripomastigota passa & ferida nas fezes. @

A ©

Os tripomastigotas invadera células onde se
transformarn erm araastigotas.

Tranformam-se em mpomashgotas

%

Mulhp]ma.m -se

Os amastigotas
Os tripanossomas entdo ultiplicare-se dentro das
irevadern novas células exn Células assexualmente.
regides diferentes do

corpo gue irvadera e onde

Tnpanomashgotas

sangumeos
séo ahsorvidos por se raultiplicar corao
novo insecto em armastigotas.

Transformam se em nova picada

epimastigotas no

intestino do insecto %

A:E“ééﬂ infectioso ; "5‘ Os amastigotas transfomam se er

A:Esla’gic diagnéstico

Figura 1: Ciclo de vida do Trypanosoma cruzi.

(www.cdc.gov/).

tnpomashgotas e destroera a célula
saindo para o sangue

Figura adaptada do Centers for Diseases Control and Prevention


http://www.cdc.gov/

A transmissdo da doenca também pode ocorrer por transfusdo de sangue, transplante de
orgdos infectados, ingestdo de alimentos contendo fezes contaminadas do inseto e por

transmissao congenital.

Estima-se que 8 milhdes de pessoas estejam infectadas e 120 milhGes estejam em area de
risco’ , sendo a América Latina a area mais afetada. A fase aguda, que pode durar entre 4 a 8
semanas apos a infeccdo, é geralmente assintomdtica, o que dificulta o diagndstico. Quando
apresenta sintomas, estes vao de febre, mal-estar, aumento do baco, figado e linfonodos. No caso
de transmissdo por vetor, o local de entrada do parasita pode apresentar um edema inflamatério,

chamado de chagoma, que quando ocorre na pdlpebra, é chamado de sinal de Romafia.

A fase crbnica pode ser assintomdtica durante anos, sendo diagnosticada quando ja
ocorreram sérios danos a tecidos parasitados. O protozodrio se multiplica lentamente no interior
de 6rgaos como figado, baco, sistema nervoso e coracdo. Assim, apds décadas, pode haver o
aparecimento de deméncia, mega-cdlon, megaesofago e cardiomiopatia, causados por danos nas
células nervosas e musculares destes 6rgaos. O mais frequente e severo é a doencga crbnica
cardiaca, que acomete em torno de 20% a 30% dos casos e leva a insuficiéncia cardiaca, podendo
causar a morte."

No momento sé ha tratamento eficaz para a fase aguda da doenca, que é feita com
benzonidazol e/ou nifurtimox. Porém, estas drogas apresentam longo periodo de tratamento (60 e
60-90 dias, respectivamente), e efeitos colaterais, como anorexia, nausea, alucinacdo e
hipersensibilidade, levando a necessidade de acompanhamento médico durante o tratamento, o
que é complicado em regides pobres, onde justamente hd o maior nimero de casos. Além disso,
ha casos de cepas resistentes ao tratamento. * Assim, drogas que sejam eficazes também a forma
cronica e mais seguras sao desejadas para estas doenca, sendo necessaria a pesquisa de novos

farmacos.
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Figura 2: FArmacos utilizados atualmente para o tratamento da fase aguda da doenga de Chagas.



1.2 Desenvolvimento de farmacos baseado em estrutura

Uma abordagem para o desenvolvimento de farmacos que combinem efeitos colaterais
reduzidos e poténcia é o desenho racional de uma pequena molécula que module seletivamente a
atividade de um alvo terapéutico. Este alvo geralmente é caracterizado por uma macromolécula
bioldgica, comumente proteinas, que se apresenta essencial a manutenc¢do da doenga, sendo que
sua modulagdo seja capaz de alterar o estado senil. Para o caso de doencas parasitdrias, um alvo
terapéutico seria uma proteina indispensavel para a sobrevivéncia, proliferacdo e/ou infectividade
do parasita. E interessante que o alvo seja exclusivo ao parasita ou que existam diferencas
estruturais entre a proteina do parasita e do hospedeiro para criacdo de compostos seletivos.
Assim, o desenho de novas moléculas é guiado para atuar especificamente neste alvo, diminuindo
as chances de efeitos colaterais e tendo poténcia. Outros parametros também devem ser
avaliados durante o processo do desenvolvimento destes novos compostos, considerando que ndo
sO estes devem atuar no alvo, como também devem possuir propriedades farmacocinéticas para

que consigam chegar ao seu destino dentro do organismo.*

Uma ferramenta para validacdo de alvos terapéuticos é o RNA de interferéncia, na qual se
utiliza uma maquinaria de defesa prépria do organismo com o auxilio de técnicas de biologia
molecular para a redugao transitéria do nivel de expressdo de uma determinada proteina,
podendo assim avaliar a importancia desta para o parasita. No caso dos tripanossomatideos,
Trypanosoma brucei e Trypanosoma congolense possuem tal maquinaria, que esta ausente em T.
cruzi’ Assim, geralmente se usa o T. brucei como modelo para validacdo de alvos contra

tripanossomiase africana e americana.

No cenario de desenho racional de farmacos, um conceito utilizado é o Desenho de
Farmaco Baseado na Estrutura (Structure-Based Drug Design, SBDD), no qual se utiliza a
informacdo estrutural do alvo para guiar o desenvolvimento de novas entidades quimicas,
avaliando a interagcdo entre ligantes e a estrutura da proteina. Exemplos de farmacos que
chegaram ao mercado e que foram desenvolvidos com este conceito sdo a dorzolamida, inibidor
da anidrase carboénica, utilizada como anti-glaucoma, e o saquinavir, utilizado no tratamento

contra o virus da imunodeficiéncia humana-1 (HIV-1). ©

Para aplicacdo do SBDD é interessante ter um ligante conhecido que module
especificamente o alvo para que este seja um molde para se fazer alteragdes quimicas. No caso de

enzimas, é interessante ter um inibidor com inibicdo de 50% da atividade (ICsp) no ordem de



micromolar como composto inicial, chamado hit. A partir deste hit sdo feitos andlogos, podendo
chegar numa série de compostos lideres, com ICs, inferior de 100 nM. Deve-se também avaliar as
propriedades farmacocinéticas destes compostos: absorgao, distribuicdo, metabolismo, excrecdo e
toxicidade (ADMET). A avaliagdo das propriedades de ADMET requer ensaios em cultura de células
e em modelos animais bem estabelecidos.” Os compostos que possuem poténcias e boas
propriedades farmacocinéticas sdao chamados de candidatos a fdrmaco, que entdo seguem para
ensaios pré-clinicos. Apesar de nao ser essencial, informacgdes estruturais podem ajudar em todas
estas etapas do desenvolvimento, desde na sugestdo de mudancas quimicas que aumentem a
afinidade pelo alvo, até modificacdes que melhorem as propriedades farmacocinéticas, mas que

nao alterem a ligacdo no sitio de inibicdo.

A enzima glicose 6-fosfato desidrogenase (G6PD), primeira enzima do ciclo de pentose
fosfato, é um alvo validado em T. brucei por RNAi.2 Além disso, esta enzima de T. cruzi e T. brucei é
inibida por esteroides humanos analogos de desidroepiandrosterona (DHEA) com IC5 abaixo de 30
UM, tendo estes compostos atividade contra a forma da corrente sanguinea de T. brucei, e contra
a forma epimastigota de T. cruzi.>® Assim, a G6PD se apresenta como um interessante alvo para o
desenvolvimento de fdrmacos contra tripanossomiase, tendo inibidores esteroides como
compostos moldes para o desenho racional de novas moléculas. Porém, o sitio de ligacao destes

inibidores ndo é conhecido, dificultando estudos de SBDD.
1.3 Via de Pentose Fosfato e G6PD

A via de pentose fosfato utiliza a glicose 6-fosfato (G6P) para producgdo de ribose-5-
fosfato, agucar constituinte de nucleotideos, e NADPH, principal agente redutor das células. Este
via pode ser separada em duas fases, uma oxidativa, onda ha a reducio de NADP" e producdo de
ribulose-5-fosfato, e outra ndo-oxidativa, na qual ha a interconversdo de pentoses fosfatadas,

formando frutose-6-fosfato (F6P), que pode voltar & via glicolitica ou gliconeogénica™ (Figura 3-A).

A G6PD (E.C.1.1.1.49) é a primeira enzima da via, catalisando a oxidacdo da glicose 6-
fosfato (G6P) em 6-fosfoglucono-6-lactona com a concomitante redu¢do de NADP" a NADPH. O
NADPH produzido é utilizado como doador de elétrons por enzimas da biossintese de diferentes
moléculas bioldgicas, como &cidos graxos'' e esterdis’>. Além disso, é usado pela enzima
tripanotiona redutase para manter o composto tripanotiona (N1,N8- bisglutathionyl spermidine)
no seu estado reduzido (T(SH),).”* A principal funcdo da T(SH), é neutralizar peréxidos produzidos

pelo sistema de defesa do hospedeiro mamifero contra a invasdo celular. Este processo de



desintoxicacdo é realizado por enzimas do tipo peroxidases que utilizam elétrons doados
diretamente da tripanotiona ou através do intermedidrio triparedoxina (Tpx). Outra familia de
enzimas que utiliza o potencial redox da tripanotiona (e da Tpx) sdo as ribonucleotideo redutases.
13,14

Estas enzimas catalizam o primeiro passo na via de sintese de novo de precursores de DNA

(Figura 3-B).
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Figura 3: A: Via de sintese de pentose. As enzimas participantes sdo: glucose 6-phosphate dehydrogenase
(G6PD), 6-phosphogluconolactonase (6-PGL), 6-phosphogluconate dehydrogenase (6PGDH), ribose 5-
phosphate isomerase (RPI), ribulose 5-phosphate epimerase (RPE), transaldolase (TAL) and transketolase
(TKT). Figura adaptada de lIgollio-Esteve et al,2007. B: Sistema Tripanotiona Peroxidase. As enzimas
participantes sdo: Tripanotiona redutase, Triparedozina (Tpx), Ribonucleotideo redutase e Peroxidase. O
composto tripanotiona pode alternar-se entre o estado reduzido ( T(SH)2 ) e oxidado (TS2). Figura adaptada
de Krauth-Siegel et al, 2003.

Assim, dada a importancia de manter a tripanotiona reduzida para defesa dos
tripanossomatideos, as duas desidrogenases da via de pentose fosfato sdo interessantes alvos
terapéuticos para tripanossomiases humanas. A inibicdo da G6PD, por ser a primeira enzima do
ciclo, acaba por inibir toda a producdo de NADPH por esta via. Sem esquecer também que a

producdo de nucleotideos, acidos graxos e esterdis também sdo afetadas.



Outra caracteristica da G6PD que potencializa seu uso como alvo para desenvolvimento de
farmacos contra doengas infecciosas é o fato do ser humano ser tolerante a deficiéncia de sua
propria G6PD. Isso reduz a chance de efeitos colaterais decorrentes de um farmaco inibidor da
G6PD com baixa seletividade para a enzima do parasita. A deficiéncia de G6PD é uma doenca
genética hereditdria ligada ao cromossomo X causada por muta¢des no gene da G6PD, sendo
identificadas por volta de 140 mutacdes, resultando em variacdes da proteina com diferentes
niveis de atividade enzimdtica, que sdo associadas com uma ampla variedade de fendtipos

bioquimicos e clinicos, que podem ser classificados em 5 classes:

- Classe 1: deficiéncia severa, associada com anemia crbnica
- Classe 2: deficiéncia severa (1-10% atividade) anemia aguda
- Classe 3: moderada (10-60% atividade)

- Classe 4: atividade normal (60-150%)

- Classe 5: atividade aumentada (>150%)

O sintoma mais comum é ictericia neonatal e anemia hemolitica aguda, a qual na maioria
das vezes é iniciada por agentes exdgenos. A alta similaridade entre as areas onde a deficiéncia de
G6PD é comum e a malaria é endémica evidencia que a deficiéncia confere resisténcia a malaria. A

deficiéncia é predominante na Africa, Asia, mediterraneo e oriente médio.*®

As principais
evidéncias sugerem que deve haver um retardo no processo de maturagdo do Plasmodium spp.
em hemdcias deficientes de G6PD. Isso aumentaria a eficiéncia do processo de fagocitose das

hemdcias infectadas antes da eclosdo de parasitas maduros na corrente sanguinea."’

A enzima geralmente é constituida de 500 a 600 residuos, com duas regides altamente
conservadas: a sequéncia GxxGDLx, referente a ligacdo ao NADP; e RIDHYLGK, referente a ligacao
da G6P. A enzima pode ser encontrada na forma dimérica e/ou tetramérica, dependendo da
espécie. Estudos de ultracentrifugacao analitica da G6PD humana (HsG6PD) mostram que esta se
encontra em equilibrio entre dimero e tetrdmero, sendo este equilibrio influenciado por forca

A . 18,1
ibnica e pH. 819

Atualmente, hd 14 estruturas depositadas no PDB (Protein Data Bank), sendo 9 estruturas
de Leuconostoc mesenteroides, 3 de Homo sapiens e 2 de Trypanosoma cruzi. A primeira estrutura
obtida (PDB:1DPG) foi de L. mesenteroides em 1994”°, mostrando que a enzima apresenta dois
dominios: um menor no N-terminal com uma conformacdo cldssica B-a-B para ligacdo de

dinucleotideos (do tipo Rossman fold); e um dominio maior B-a referente a ligacdo a G6P, que é



principalmente formado por uma folha-$ antiparalela de 9 fitas. A enzima de L. mesenteroides é
somente encontrada na forma dimérica. A interface de dimerizacdo é formada pela interacdo
entre as folhas- B, sendo predominantemente constituida por residuos hidrofébicos. Porém,
apresenta duas ligacdes de hidrogénio e algumas pontes salinas, sendo conservado o E183 e a

K386 entre diversos organismos.20

A primeira estrutura cristalografica humana (PDB: 1QKI), obtida em 2000, é de um
mutante da deficiéncia humana (variante Canton, R459L) e se apresenta como um tetramero,
ajudando na compreensdo da interface de tetramerizagdo. Este é formado por dois dimeros e é
predominantemente formado por interagcGes eletrostaticas. Além disto, essa estrutura comprovou
que a enzima humana possui um sitio estrutural para NADP*, formado por folhas-B préximo a

2122 (Figura 4). Estudos posteriores mostraram que a constante de

interface de dimerizacdo
dissociacdo do NADP" estrutural (kg = 37 nM) é por volta de 200 vezes menor que a do NADP*
catalitico e que a ligacdo deste esta associado ao aumento da estabilidade da enzima, e ndo a sua

atividade.”

Mondémero Dimero

Sitio ativo

Sitio
NADP* estrutural

EEE Dominio de ligagéo do NADP*
I Dominio de liaacio de G6P

Tetramero

Figura 4: Estrutura da G6PD humana (PDB:2BH9) em seus diferentes estados oligoméricos. Os estados ativos
sdo o dimero e o tetrdmero. Em esferas no dimero estd o NADP® estrutural, proximo & interface de
dimerizagao.



Das mutagGes referentes a classe 1 da deficiéncia humana de G6PD, a forma mais severa
da doenca, 26 estdo dentro ou proximas da interface de dimerizacdo e 14 estdo préximas do sitio
estrutural de NADP”. Isto corrobora que a enzima precisa estar na forma dimérica para ser ativa,
apesar de possuir o sitio catalitico completo no monémero.?? A funcdo do NADP" estrutural em dar
estabilidade a enzima também é reforcada, pois como as hemacias ndao possuem nucleo, ndo
podem reabastecer seu repertério proteico, requerendo que suas proteinas permanecam estaveis
e ativas durante todo o tempo de vida da célula (em torno de 120 dias). Por isso, alterar a
estabilidade da G6PD com mutac¢des na regido do NADP" estrutural causa anemia crénica, pois

estas est3o em constante estresse oxidativo.’>**

Talvez estas mutacOes ndo sejam tdo relevantes
as células nucleadas, uma vez que estas podem reciclar suas enzimas.

Em 2005 foi publicada a estrutura da humana nativa (PDB: 2BH9, 2BHL), sendo que o
cristal s6 foi obtido com a retirada de parte do N-terminal. As estruturas da humana mostram que
ndo ha grandes diferencas estruturais na cadeia principal com relacdo & de procarioto.”* Em 2012

foram depositadas as estruturas de Trypanosoma cruzi (PDB: 4EMS5, 4E9I), que também

apresentam uma delecdo no N-terminal.”

1.4 Interacao G6PD com DHEA

Em 1960, Marks e Banks demonstraram que a HsG6PD é inibida por esteroides como DHEA e
pregnenolona, sendo que a enzima de levedura ou de planta ndo sdo, sugerindo que estes
inibidores s3o especificos para enzimas de mamiferos.”® Porém, em 2009, Cordeiro e
colaboradores mostraram que a enzima de Trypanosoma brucei (TbG6PD) também é inibida®,
guebrando com o conceito que somente enzimas de mamiferos seriam inibidas. Hoje se sabe que
além da enzima de T. brucei, a enzima de T. cruzi (TcG6PD) também é inibida’, e curiosamente a
enzima de Leishmania mexicana ndo apresenta inibicdo. Os estudos cinéticos mostram que a
inibicdo é do tipo incompetitiva em relagdo aos dois substratos, ou seja, os esteroides ndo se ligam

. . . . ;. . 2
a enzima livre, mas sim ao complexo ternério enzima:G6P:NADP". 8.27

A desidroepiandrosterona (DHEA) e sua forma sulfatada S-DHEA sdo pré-horménios esteroidais
sintetizados pelas glandulas adrenais de mamiferos. Eventualmente, eles sdo requisitados em
tecidos especificos para serem convertidos em hormoénios sexuais como estrogeno e testosterona.
Em homens e mulheres (até os 25 anos) os valores de concentragao sanguinea de DHEA e S-DHEA

variam entre 1,5a 25 nM e 2,2 a 9 uM, respectivamente.28 Apds os 25 anos ocorre uma queda



continua na producdo destes pré-hormoénios. O DHEA tem sido frequentemente usado em
terapias de reposicdo hormonal. Sua administragcdo estd correlacionada com a diminuicdo da
incidéncia de doengas como cancer, diabetes e arteriosclerose. Ainda ndo esta claro como o DHEA
interfere no surgimento de doencas associadas ao envelhecimento, mas evidéncias sugerem que o

controle exercido sobre a via de sintese de pentoses poderia estar relacionado com estes efeitos.”

A DHEA, a epiandrosterona (EA) e o dnalogo 16-Bromo-epiandrosterona (16BrEA) sdo toxicos a
forma sanguinea de T. brucei e a forma epimastigota de T. cruzi, mas inertes a culturas de L.
mexicana.®® Além disso, parasitas mutantes de T. brucei que expressam a G6PD de L. mexicana
também sdo inertes a DHEA e EA*, evidenciando que a toxicidade dos esteroides é causada pela
inibicdo da G6PD. Abaixo na figura 5 é possivel ver os valores das constantes de inibicdo dos

esteroides para as diferentes enzimas e a atividade téxica contra culturas de tripanossomas.

0

DHEA EA 16BrEA
HsG6PD" TcG6PD’ TbG6PD® T. cruzi’ T.
brucei’
KM kM) KM kM) KT M) k(M) LDso(uM)  LDso(uM)
DHEA  6,2:+0,5  8,9%0,3 22,3#0,5 21,5#0,5 1,10,1 1,7¢0,1 nd’ 43,8+2
EA 3,4#0,3  3,0:0,1  4,840,3 4,8#0,3 0,46%0,03 0,49+0,03 36,5¢#3,6 24,540,7
16BrEA 0,93+0,03 0,53+0,01 - - - - 12,4+1,2 -
16BrEA 0,60+0,08 0,08610,008 0,013+0,03

IC50

Figura 5: Estrutura quimica dos esteroides inibidores da G6PD e tabela contendo as constantes de inibicdo
contra a enzima humana (HsG6PD), de Trypanosoma cruzi (TcG6PD), de Trypanosoma brucei (TbG6PD) e
dose letal mediana (LDsy) para a forma epimastigota de T. cruzi e para forma bloodstream de T. brucei.
DHEA: 5-androsten-3B-ol-17-ona, EA: 5a-androstan-33-ol-17-ona, 16BrEA: 5a-androstan-16a-bromo-33-ol-
17-ona.*-, ndo publicado, nd, ndo detectado no ensaio utilizado.



1.5 Objetivos:

O projeto de mestrado teve como objetivo geral mapear o sitio de ligacdo do DHEA na
enzima G6PD por cristalografia de raios X. Um dos problemas do estudo deste complexo por
cristalografia é o fato do DHEA ser um inibidor incompetitivo, ou seja, este so se liga a enzima
complexada com seus substratos, sendo dificil obter uma solugdo homogénea na qual ndo ocorra
catdlise alguma. Além disso, o equilibrio entre dimero e tetramero também contribui para a
formagdo de uma solugdo heterogénea, dificultando a cristalizacdo e/ou a obtencdo de cristais

homogéneos com ocupancia dos esteroides.

Por estes motivos, o objetivo principal deste projeto foi a otimizacdo do processo de
cristalizacdo, através do estudo da formacdo de um complexo da enzima formado com analogos
do substrato que ndo sejam metabolizados, mas que ainda permitem a ligacdo do inibidor. Ou
ainda, o uso de mutantes que diminuem a atividade catalitica da enzima sem alterar a ligacdo de

seus substratos para a estabilizagdo do complexo.
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Capitulo 2: Materiais e Métodos

2.1 Subclonagem da HsAG6PD e TcAG6PD

Foi a feita a amplificacdo das construcdes HsAG6PD e TcAG6PD a partir dos moldes
HsG6PD-pET30b e TcG6PD-pET28, cedidos gentilmente por Dr. Paul Engel (University College of
Dublin, Irlanda) e Dr. Mariana lgoillo-Esteve (Christian De Duve Institute of Cellular Pathology,

Bruxelas, Bélgica) respectivamente, com os seguintes primers:

HsAG6PDfw-EcoRl
5’-AGGAATTCTCGGATACACACATATTCATCATCATG
HsAG6PDrv-Xhol

5’- AGCTCGAGTTAGTTCACCCACTTGTAGGTGCC
TcAG6PDfw-BamH]
5’-AGGGATCCGCCCTCACCATCGTGGTACT
TcAG6PDrv-Xhol

5’- AGCTCGAGTTACGCGTTTGAGCACTTATACGC

Em amarelo estdo destacados os sitios das enzimas de restricdo (EcoRl, Xhol, BamHI e

Xhol, respectivamente) que foram usadas para ligacdo em vetores de expressao.
A reacdo de PCR utilizada era constituida de:

5 uL Tampado de PCR (/nvitrogen) 10X

1 uL dNTP (desoxirribonucleotideos Fosfatados )(10 mM)
2 uL MgS0, (50 mM)

1 pL Primer fw (1 OuM)

1 uL Primer rv (10 pM)

0,5 uL DNA Molde (150 ng/uL)

0,5 uL Taq HiFi (Invitrogen) (250 U/ L)

39 uL agua
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A amplificacdo foi feita usando um programa de PCR com 31 repeti¢cdes no termociclador
Thermocycler GeneAmp PCR System 9700 (Applied Biosystems), sendo a temperatura de abertura

das fitas de 94°C, hibridizacdo a 62°C e elongamento a 68°C. O ciclo estd representado abaixo:

Tabela 1: ciclo de PCR para amplificagdo HsAG6PD e TcAG6PD.

ETAPA Desnaturagao | Desnatura¢do | Anelamento Extensao Extensdo | Finalizagdo
N2 de ciclos 1x 31x 1x 1x
Temperatura (°C) 94 94 62 68 68 4
Tempo (min) 5 0.5 2 0.5 7 -

O produto do PCR foi aplicado em eletroforese em gel de agarose 1% com 0,5 pg/ml
Brometo de Etideo em TAE e a banda amplificada foi purificada com kit comercial (Wizard SV Gel
and PCR Clean-Up System — Promega). Os insertos e os vetores de expressao (pET-SUMO e pET-
TEV, ambos vetores engenheirados a partir do pET28a -Novagen- para codificar a SUMO no N-
terminal; e possuir o sitio de clivagem da TEV protease, Figura 6) foram digeridos com as enzimas

de restricdo apropriadas. As reacoes de digestdo usadas foram:

Reacdo de digestdo EcoRI/Xhol Reacdo de digestdoBamHI/Xhol
DNA (100 ng/uL) 30 pL DNA (100 ng/uL) 30 uL
Tampao 4 (10X) 5uL Tampao 3 (10X) 5uL
EcoRI(20 U/ulL) 1uL BSA (10X) 5uL
Xhol (20 U/uL) 1L EcoRI(20 U/pL) 1L
Agua 13 uL Xhol (20 U/uL) 1L

Agua 8 ulL
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Mapa do vetor pET-TEV

Xbal Ncol His tag
aattcccctctagaaataatntegtttaactttaagaaggagatataccatgggccatcatcatcatecatcac
ttaaggggagatctttattanagcaaattgaaattcttoctectatatggtacccggtagtagtagtagtagtg

MetGlyHisHisHisHisHisHis

I Bpel Sacl Sall HindIIT
cactagtgagctcegt caagctt
ctaggct atcactcgaggcagctgttcgaa ] gt
lySerGluPheThrSerGluleuArgArgGInAlaCysGlyArgThrArgAla

His tag
ccaccaccaccaccactgagatooggotgotaacaaagocogaa
ggtggtggtggtggtgactctaggocgacgattgtttogggett
ProProProProProleulirgSerGlyCysEnd

Mapa do pET-SUMO

Bglll promotor T7 operador lac Xbal 1bs
AGATCTcgatcccgcgaaat TAATACGACTCACTATAGYYGAATTGTGAGCGGATAACAATTCCcCcCTCTAGRAaataattttgtttaact ttaagAAGGEAGa

His tag sitio de trombina Ndel Nhel SUMO tag,
tataccATGggcagcagcCATCATCATCATCATCACagcageggcCTEETGCCECECEECAGCCATATGGCTAGCatgteggactcagaagtcaatcaagaa
M G 8 8 H H H H H H &8 8 6 L V P R, &8 H M A S M 8 D s E V N Q E
o B o T B SUMO tag T o
gctaagccagaggtcaagccagaagtcaagectgagactcacatcaatttaaaggtgteccgatggatettcagagatettettcaagatcaaaaagaccact
A K P EV K P EV KP ETHTINIULIXKV YV S D 6 S 8 ETIFT FKTIIZ KIZ KTT

SUMO tag
ccetttaagaaggetgatggaagegttegetaaaagacagggtaaggaaatggactecttaagattettgtacgacggtattagaatecaagetgatecagace
P L R R L M EAVFAI KUROGQGKEMMD DS LRV FULYDG IRTIGQATDSGQT

SUMO tag BamHI EcoRI Sall Sacl Hind I Xhol
cctgaagatttggacatggaggataacgatattattgaggctcacagagaacagattggt GAATTCGAGCTCCGTCGACAAGCTTgCcggccgecacT
MIM’EDLDMEDNDIVZEE'AEREQI?GQSEEELRBNQACGRT

sitio de clivagem da ULP-1
Xhol
CGAG
R

Figura 6: Mapa dos vetores de expressao utilizados.

As enzimas e os tampdes utilizados foram da New England BiolLabs (NEB). As reacgGes

foram mantidas a 37°C por 5 h. As amostras foram analisadas em gel de agarose (agarose 1% com

0,5 pg/ml Brometo de Etideo em TAE) e as bandas digeridas foram cortadas e purificadas como

descrito anteriormente.

Os plasmideos e os insertos digeridos e purificados foram entdo ligados, considerando

uma proporc¢do de 1 de plasmideo para 3 de inserto (em concentracdo molar). A reacdo de ligacdo

usada foi:
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Vetor digerido (60 ng/uL) 1,6 uL

Inserto (100 ng/uL) 0,8 uL

Tampao (5X) 2,0 uL

T4 DNA ligase (400 U/uL) 1,0 uL

Agua 4,6 uL

A enzima e o tampao foram da NEB. A reacdo foi conduzida a 25°C por 3 horas. O produto
da ligacdo foi transformado em TOP10 competente por choque térmico, seguindo as seguintes
etapas: incubacdo com o DNA por 30 minutos a 4°C, 2 minutos a 42°C, 2 minutos a 4°C, adicdo de
0,5 mL de meio LB com incubagdo por uma hora a 37°C sob agitacdo, centrifugacdo por 3 minutos
a 5000 rpm com posterior retirada de 300 pL de sobrenadante, seguido de plagueamento do

pellet ressuspendido em placas LB dgar com 50 pg/mL de canamicina. As placas foram mantidas

por 18 horas em estufa a 37°C.

Escolheu-se 6 col6nias diferentes para extracdo do plasmideo e confirmagdo da correta
ligacdo. Para isso, cada col6nia foi inoculada em 5 mL de meio LB com 50 pg/mL de canamicina e
mantida sob agitacdo a 37°C por 18 horas. Em seguida, centrifugou-se o meio por 10 minutos a
5000 rpm e extraiu-se o plasmideo com kit de miniprep (Promega). Para confirmacdo da inser¢do
do inserto, foi feito um teste de PCR com os plasmideos extraidos, usando a mesma reacao e ciclo
descrito na amplificacdo do gene. Dois plasmideos positivos foram seqiienciados e transformados

em BL21(DE3), seguindo o mesmo protocolo descrito anteriormente.
2.2 Teste de expressao

Inoculou-se 100 pL de pré-indculo (crescido por 18 horas a 37°C) em 10 mL de LB com 50
pug/mL de canamicina. O ensaio foi feito a 37°C. Quando a densidade dtica a 600 nm atingiu
valores entre 0,8 e 1,0 foi adicionado a cultura 1 mM final de IPTG (lsopropil B-D-1-
thiogalactopiranoside), coletando uma amostra de 1 mL antes da indugdo e depois de 4 horas de

inducdo, centrifugando-as a 5000rpm.

Os pellets foram ressuspensos em 100 plL de tampdo (100 mM Tris-HCl pH 8) e analisados
por SDS-PAGE em gel de poliacrilamida 15%.
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2.3 Expressao em meio de auto-indugao

Meio litro de meio de auto-inducio ZYM5052°° com 50 pg/mL de canamicina foi inoculado
com 5mL de pré-indculo de cultura e mantido sob agitacdo (200 rpm) a 20°C por 48 horas em
erlenmeyer de 2 litros. Em diferentes tempos apds o inoculo se coletou uma amostra de 1 mL da
cultura, além da medicdo da densidade 6tica(D.0.) a 600 nm, a fim de analisar o crescimento e o
conteudo proteico da cultura ao longo do tempo e estabelecer um bom periodo de incubagdo. As
amostras assim que coletadas foram centrifugadas a 5000 rpm e os pellets foram congelados. O

volume final foi centrifugado a 6000 rpm por 15 minutos e o pellet foi congelado a -20°C.

As amostras foram ressuspensas em tampao 100 mM Tris-HCl pH 8,0 na propor¢ao 10 pL

tampdo /0,1 D.O. e submetidas a SDS PAGE em gel 15%.
2.4 Purificagao HsAG6PD

2.4.a Lise celular

Ressuspendeu-se o pellet em tampao de lise (100 mM Tris-HCl pH 8, 300 mM NacCl, 10 mM
imidazol) na propor¢cdo de 5mL de tampdo/grama de pellet, adicionando 400ug lisozima/mL de
tampao, deixando em repouso por meia hora em gelo. Em seguida, sonicou-se a 40% de amplitude
com ciclos de 10 segundos de sonicacdo com 10 segundos de repouso por 8 minutos, em gelo. A
amostra foi entdo centrifugada a 16000 rpm a 4°C por 30 minutos. O sobrenadante foi separado e

mantido a 4°C.
2.4.b Afinidade em resina de niquel e clivagem na resina por sumo protease

Equilibrou-se a resina (Ni-NTA Superflow-Qiagen) (1 mL de resina para cada litro de meio
de cultura) com 10 vezes em volume de tampdo de lise. Em seguida, passou-se o extrato celular,
seguido de uma lavagem de 50 volumes de coluna com tampao de lise. A resina foi ressuspensa
em 3 volumes de coluna de tampdo e adicionou-se ULP-1 (protease especifica para SUMO,
produzida no laboratério) na proporg¢do de 100 pg de ULP-1 /mL de resina. A resina foi mantida
sob agitacdo por 5 horas e amostras de 20uL foram coletadas em tempos diferentes e ja

preparadas para SDS-PAGE, para avaliar o melhor tempo de clivagem.
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Em seguida, empacotou-se a resina novamente, coletando o flowthrough e fazendo 3
lavagens com tampao de lise, cada lavagem de 5 volumes de coluna. Enfim, foi feita a eluicdo com

10 volumes de coluna com tampao de eluigdo (100 mM Tris-HCI pH 8, 300 mM imidazol).
2.4.c Troca idnica

Juntaram-se as amostras contendo a HsAG6PD (flowthrough e lavagens apés clivagem na
afinidade) e para retirada do sal para posterior aplicacdo em troca i6nica, concentrou-se a amostra
(Amicon 10kDa - Milipore), seguido de diluicao de 10 vezes em tampado A (100 mM Tris-HCI pH 8),
seguida de nova concentracdo e diluicdo, tendo ao fim uma amostra em 100 mM Tris-HCI pH 8, 3

mM NaCl e 0,1 mM imidazol.

A amostra com baixa forga i6nica foi entdo aplicada em uma coluna de troca anibnica
HiTrap Q FF (GE Healthcare) em sistema cromatografico (AKTA FPLC — GE Healthcare) previamente
equilibrada com tampdo A. Apds a aplicacdo da amostra, fez-se a lavagem com 5 volumes de
coluna com tampado A , iniciando a eluicdo com gradiente linear, alcangando 100% de tampao B
(100 mM Tris-HCI pH 8, 500 mM NaCl) em 10 volumes de coluna. A corrida foi toda feita a 0,5
mL/min, com coleta de fragdes de 2 mL. As amostras correspondentes aos picos de absorbancia

em 280 nm foram recolhidas e 20 puL de cada amostra foram usadas para analise em SDS-PAGE.
2.4.d Cromatografia de exclusao molecular

Este passo da purificacdo foi feito se utilizando a coluna Superdex 200 16/60 (GE
Healthcare), com a aplicagdo de 0,5 ml a 1 ml de amostra com a coluna previamente equilibrada
em tampdo de GF (50 mM Tris-HCl pH 8 , 150 mM NacCl), sendo a corrida conduzida com fluxo de 1

mL/min, com fracdes de 2 mL.

2.5 Estudo de estado oligomérico por cromatografia analitica de exclusao

molecular

Este estudo foi feito utilizando a coluna analitica Superdex 200 10/30 (GE Healthcare).
Primeiramente, foi feito uma calibragdo da coluna utilizando proteinas com peso molecular
conhecido para se ter um curva padrdo relacionando o coeficiente de particdo com o peso
molecular. Os padrdes utilizados sdo do kit MGW200 (Sigma-Aldrich), sendo: B-amilase (200kDa),
alcool desidrogenase (150kDa), aloumina bovina (66kDa), anidrase carboénica (29kDa) e citocromo

C (12,4 kDa). O volume morto (V) da coluna foi obtido utilizando blue dextran. Os padrdes foram
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dissolvidos em 50 mM Tris-HCI pH 8,0 e 150 mM NaCl, com injecdo de 100 pL, fluxo de 0,5
mL/min. Para cédlculo do coeficiente de particdo, divide-se o volume de eluicdo (V.) de cada

marcador pelo volume morto.

Tendo a curva de calibragdo, aplicou-se a G6PD nas mesmas condi¢des de tampao, injecao
e fluxo, sendo possivel calcular o peso molecular de cada pico da eluicdo, tendo seu estado

oligomérico.

2.6 Cinética enzimatica

Para caracterizagdo enzimatica, acompanhou-se a formacdo de NADPH (nicotinamida
adenina dinucledtido fosfato reduzida) por sua fluorescéncia em 450 nm, ndo presente nos
substratos (NADP* e G6P), esterdides e F6P. Os experimentos foram realizados no leitor de placa
EnVision (PerkinElmer) em placa de 96 pocos, com filtro de excitacdo de 340 nm e filtro de emissado
de 450nm. Os experimentos foram realizados a 25°C, em tampao de 50 mM Tris-HCI pH 8, 150 mM
NaCl , com volume de reacdo de 100 pL. A reacdo foi disparada com a adi¢cdo da enzima, tendo
esta uma concentragdo final entre 5 nM e 20 nM. Para determinacdo do K., aparente da G6P, fez-
se uma diluicdo seriada de 1:1 da G6P comecando com 2 mM (concentragdo final) e com uma
concentra¢do constante de NADP* de 400 puM. Para determinac3o do K,, aparente do NADP®, fez-
se uma diluicdo seriada de 1:1 de NADP® comecando com 400 pM e com uma concentra¢do

constante de G6P de 2 mM. Os experimentos foram feitos em triplicata.

A medida feita foi da fluorescéncia de NADPH com o tempo. Assim, a velocidade inicial V,
pode ser obtida derivando a fluorescéncia em relacdo ao tempo, em um intervalo em que a
velocidade seja constante. Esta etapa é realizada com o prdprio programa do leitor de placa. Em
seguida, para obtencdo dos valores de K., e V..., foi feito o ajuste das curvas de velocidade inicial

em relagdo a concentragdo de substrato com a equag¢do de Michaelis-Menten:

__ Vmax.[S] 1
i = km+[s] 9

Sendo V, velocidade inicial, Vmax velocidade maxima, Km, constante de Michaelis e [S],

concentragao do substrato.

Para determinacao do ICs, foi feita uma diluicdo do inibidor de 1:1,5, comegando com 100

UM, mantendo a concentracdo dos substratos fixa (2 mM G6P e 200 uM NADP?). A concentrag3o

17



final de DMSO foi de 2%. O valor de ICs, foi obtido com o ajuste de uma sigmoide ao grafico de

porcentagem de atividade pelo logaritmo da concentracao de inibidor.

2.7 Ensaio de termofluorescéncia

Neste experimento é utilizada uma sonda fluorescente (Sypro Orange) que possui baixa
fluorescéncia em solucdo aquosa, porém, quando interage com grupos hidrofébicos, apresenta
alta fluorescéncia. A amostra da proteina com a sonda é aquecida, desnaturando a proteina e
expondo os residuos hidrofébicos, que passam a interagir com a sonda, aumentando
significativamente a fluorescéncia. Assim, é possivel observar a temperatura na qual ocorre a
transicdo entre enovelada/desenovelada. A temperatura na qual 50% da proteina se encontra
desenovelada é chamada de Ty. Quando uma pequena molécula se liga a proteina, as novas
interacdes realizadas entre o ligante e o sitio estabilizam a estrutura, aumentando o valor de Ty,.
Assim, esta técnica pode ser utilizada para avaliacdo da formacdo de complexos proteina/ligante,
que deverdo apresentar um Ty maior que a proteina sozinha, além de estudar mutantes e/ou

tampdes que estabilizem a enzima, aumentando as chances de cristalizagdo. **

Os ensaios foram realizados utilizando entre 5 UM e 20 uM de proteina, incubadas com
diferentes concentracGes de Sypro Orange (Sigma-Aldrich) (entre 5X e 20X, considerando que o
estoque comprado é de 5000X). Os ensaios foram realizados em placa de 96 pogos em um
equipamento de PCR quantitativo (7500 PCR Real-Time System — Applied Biosystems), comeg¢ando

com 10°C chegando a 96°C com passo de 1°C/min, em volume de 25 pL.

Os dados obtidos foram tratados utilizando o programa GraphPad Prism 5. O valor de Ty

foi obtido com o ajuste de uma sigmoide aos dados normalizados de fluorescéncia.
2.8 Mutagao sitio dirigida

Para avaliacdo da importancia de diferentes residuos no estado oligomérico da proteina
ou na sua atividade, foram feitas muta¢Ges pontuais. Para isso, foi utilizado o kit de mutagénese
QuikChange Il XL Site-Directed Mutagenesis Kit (Agilent Technologies), seguindo as instrucdes do
manual. O molde utilizado foi a construgdo HsAG6PD em pET-SUMO e os oligonucleotideos

utilizados foram:
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Tabela 2 : Oligonucleotideos utilizados para mutagao pontual. Em amarelo, as bases mutadas.

Mutagdo Oligo forward Oligo reverse

D200N CAGATCTACCGCATCAACCACTACCTGGGC GCCCAGGTAGTGGTTGATGCGGTAGATCTG

A277C GGCCATGGAGAAGCCCTGCTCCACCAACTCAG | CTGAGTTGGTGGAGCAGGGCTTCTCCATGGCC

E347A CTATGTGGAGAATGCGAGGTGGGATGGGG CCCCATCCCACCTCGCATTCTCCACATAG

2.9 Ensaios de cristalizacao

Foram feitos screenings iniciais com kits comerciais de cristalizacdo (Crystal Screen and
Crystal Screen 2 e SaltRx da Hampton Research; Wizard | e Il, Precipitant Synergy da Emerald
BioSystems ; e PACT e JCSG+ da Nextal/Qiagen). Os ensaios foram feitos em placas de 96 pocos,
com método de difusdo de vapor com gota sentada, montadas pelo rob6 de pipetagem HoneyBee
963 (Genomic Solutions ), com gotas de 1 pL de proteina e 1 uL solugdo de poco, com 80 uL de
solugdo no poco. As placas foram mantidas a 18°C em robo de fotodocumentacao Rock Imager UV
(Formulatrix), sendo fotodocumentadas em tempos especificos com luz visivel e UV.

As condi¢cdes que apresentaram cristais foram submetidas a refinamento, variando
diferentes parametros, como concentragdo da proteina, precipitante, proporgdo proteina/pogo e
pH. Além disso, fez-se a reproducdo da condicdo ja publicada para HsSAG6PD*, que é de 100 mM
Tris-HCI pH 8,5, 200 mM MgCl,, 12% PEG 4000, 5% glicerol, com 5 mg/ml de proteina em 100 mM
Tris-HCl pH 7,5, 75 mM NADP®, 60 mM G6P. Esta condicdo foi refinada também.

Nas etapas de refinamento, utilizou-se o método de gota pendurada em placa de 24
pogos, montadas a mao. As gotas eram formadas entre 1 pL e 3 uL de proteina para 1 pL e 3 pL de
solu¢do de pogo, sendo o pogo preenchido com 500 pL.

Para tentar cristalizar a proteina com os diferentes ligantes ou introduzi-los no cristal ja

formado, foram utilizadas a co-cristalizacdo, seeding e soaking, descritos a seguir:

1. Co-cristalizacdo

Neste ensaio, os ligantes em estudo foram incubados com a proteina e submetidos
aos ensaios de cristalizacdo. Quando feita com esteroides, a concentrac¢do final de DMSO

foi de 2% a 5%, sendo a concentragao do inibidor por volta 100 pM.
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2. Soaking

Cristais formados foram transferidos para outra gota contendo diferentes
combinac¢des dos substratos e/ou analogos com esteroide em solucdo idéntica a solugdo
do poco. Os cristais foram coletados apds diferentes tempos de incubacao, variando entre

30 segundos a 2 horas.

3. Seeding

Neste método, pegou-se uma gota com cristais e acrescentou 50uL da solugdo de
poco e uma conta de plastico (Seed Bead- Hampton) para triturar os cristais com a ajuda
de um vértex. Em seguida, molhou-se um fio de rabo de cavalo na amostra e passou-se em
gotas previamente equilibradas pelo método de gota dependurada. As gotas que recebem
as sementes foram feitas variando a concentracdo do precipitante entre uma
concentragdo que se tem cristais e outra em que a gota fica limpa. Para saber este
intervalo, sempre que se produzia um novo lote da proteina, montaram-se algumas
condig¢des variando entre 10-17% PEG4000. Assim, verificava-se em qual concentragdo de
precipitante comeca a aparecer cristais. Tipicamente, fizeram-se as gotas para seeding

com 9,10, 11 e 12% de PEG4000.

2.10 Coleta de dados de difracao de Raio-X e processamento dos dados

A coleta de dados foi realizada na linha W01B-MX2 do LNLS.3*** O comprimento de onda
utilizado foi de 1,46 A e o padrdo de difracdo foi medido com um detector de CCD (Rayonix
MarMosaic 225 CCD). A distancia entre o cristal e o detector foi ajustada conforme a resolugdo de

cada cristal, ficando em torno de 200 mm.

As reflexdes das imagens foram indexadas e integradas utilizando o programa iMOSFLM>*
e escalonadas com SCALA®. Foi feita a substituicdo molecular com MOLREP*® utilizando o
monomero da estrutura humana (PDB: 2BH9), retirando os ligantes e as aguas. O sucesso da
substituicdo foi avaliado pelo contraste obtido (razdo entre o score da melhor solug¢do pelo score

médio das solucBes, sendo esperado um contraste acima de 2,5 para a solugdo), pelo
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empacotamento cristalino, observando se nao havia choques estereoquimicos e se havia a
formacdo do dimero ou tetramero ja descritos. O refinamento no espago reciproco foi feito

utilizando o programa REFMAC5*’ e o refinamento manual foi feito com o WinCoot.*
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Capitulo 3: Subclonagem, producao heterdloga e
caracterizagao cinética da G6PD

3.1 Subclonagem da HsAG6PD e TcAG6PD

As estruturas da G6PD humana selvagem soé foram obtidas quando se fez uma delegdo no

239 sendo essa excisdo guiada com o alinhamento com a sequéncia

N-terminal de 25 aminoacidos
da G6PD de L. mesenteroides, que foi a primeira estrutura resolvida. Considerando que no comego
do projeto a Unica enzima com condicdo de cristalizacdo publicada e que fosse inibida por
esteroides era a humana, resolveu-se trabalhar com ela também, j& que uma vez encontrado o
sitio, este poderia ser estudado nos parasitas por homologia. Quanto a enzima de T. cruzi, foi
adotada a mesma estratégia de fazer uma delecdo baseada no alinhamento da sequéncia com as
estruturas resolvidas (LmG6PD - PDB: 1QKI, HsG6PD — PDB: 2BH9) para tentar melhorar o processo
de cristalizacdo. Assim, decidiu-se clonar a G6PD tanto de T. cruzi e H. sapiens com a dele¢do no
N-terminal, obtendo as construgdes HsAG6PD (residuo 29 até 511) e TcAG6PD (residuo 68 até
555). Lembrando que até entdo, ndo se tinha publicada a estrutura do parasita, mas em setembro

de 2011 foi publicada® uma condig¢o de cristalizacdo para a enzima de T. cruzi, sendo de uma

construgdo sem os primeiros 37 aminodcidos.

Fez-se o PCR para amplificagcdo das construcées de HSAG6PD e TcAG6PD. Abaixo se pode
ver o gel de agarose da amplificacdo dos genes da HsAG6PD (1465 pares de base) e TcAG6PD
(1460 pares de base). Observa-se na Figura 7 que houve amplificagdo em grande quantidade, que
apesar de haver uma banda inespecifica, esta se encontra bem separada da banda de interesse

(destacada na caixa branca), permitindo a separacao pelo corte da banda.

1500pb >

Figura 7: Gel de agarose 1% do produto de PCR. 1- marcador (Gene Ruler 1Kb DNA Ladder — SM0313 —
Fermentas); 2- HSAG6PD ; 3 - TcAG6PD.
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ApOds a purificacdo das bandas e digestdo com as enzimas de restricdo, pode-se ver o gel

da digestdo dos insertos e do pET-SUMO (Figura 8). A digestdo do pET-TEV ndo é mostrada.

Figura 8: Gel de agarose 1% da digestdo com enzimas de restrigdo. Al e B1: marcador (Gene Ruler 1Kb DNA
Ladder — SM0313 — Fermentas); A2: pET-SUMO digerida com BamHI e Xhol; A3: pET-SUMO digerida com
EcoRl e Xhol; B2: TcAG6PD digerida com BamHI e Xhol; B3: HsAG6PD digerida com EcoRl e Xhol.

Primeiramente, a TcAG6PD foi ligada somente em pET-SUMO, mas devido a dificuldade
em clivar a SUMO durante a purificagdo, como sera apresentado posteriormente, esta foi clonada

em pET-TEV. J4 a HsAG6PD foi clonada somente em pET-SUMO.

Depois de purificar os insertos e vetores digeridos, fez-se a reacdo de ligagdo seguida de
transformacdo em células competentes TOP10 em meio com canamicina, para selecionar aquelas
bactérias que possuem o plasmideo circularizado. Escolheu-se 6 col6nias diferentes para cada
construcdo, fazendo extracdo de plasmideo de 5 mL de cultura de cada col6nia. Fez-se teste de
PCR para comprovar a ligagdo do inserto. Um plasmideo de cada clone positivo foi seqlienciado e
analisado  pelo  programa  BioEdit e o seqlenciamento feito no  BLAST
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) contra as sequéncias da HsG6PD (gi:31542) e TcG6PD
(gi:71666195) , sendo observada a correta clonagem, sem mutagdes. Os plasmideos entdo foram

transformados em BL21(DE3) para prosseguir com a expressao e purificacdo.
3.2 Teste de expressao em meio auto-indutor

Fez-se um teste inicial de expressdao a 37°C com indugdo com IPTG como descrito em
materiais e métodos. Neste teste foi possivel observar a expressdao em 4 horas, podendo seguir os
experimentos com a construcdo e cepa escolhidas. Em seguida, foi feita a caracterizacdo da
expressao em meio auto-indutor ZYM-5052. Na Figura 9 se pode ver o SDS-PAGE das amostras

coletadas em diferentes tempos em meio de auto-inducdo junto com a curva de crescimento da
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HsAG6PD. Pode-se observar que com 30 horas a cultura ja estd na fase estacionaria de
crescimento e a expressao também jd ndo aumenta com o tempo. Assim, ficou estabelecido o
tempo de 30 horas de cultivo a 20°C sob agitacdo de 200 rpm. A TcAG6PD tem o mesmo

comportamento, tanto na construgao em pET-SUMO como em pET-TEV.

Crescimentoda HAG6PDH a 20°C M 4h  6h 8h 22h 24h 26h 28h 30h 48h
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Figura 9: A: Curva de crescimento de BL21 com plasmideo da HSAG6PD em meio ZYM5052; B: SDS-PAGE em
gel 15% de amostras dos diferentes tempos de crescimento da cultura; M — marcador de peso molecular
(Page ruler protein ladder SM0661-Fermentas).

3.3 Purificagao

3.3.a Afinidade com resina de Niquel

Inicialmente, fez-se a afinidade sem clivagem na coluna, tendo a proteina eluida com 300
mM de imidazol, seguindo da clivagem com a ULP-1 (SUMO-protease). O observado é que a
proteina humana clivava muito bem com 2 horas de incubagdo a 25°C, mas que a de T. cruzi nao
clivava totalmente, como mostrado na figura 10-A. Assim, testaram-se diferentes condi¢Ges de
clivagem, como diferentes propor¢bes de proteina/protease, tampdes, temperatura e tempo de
incubacdo. N3o se conseguiu melhorar a clivagem da SUMO para a proteina do parasita. Assim,
concluiu-se que a conformacdo da SUMO fusionada com a TcAG6PD dificultava o acesso ao sitio
de clivagem pela protease, ndo permitindo a total clivagem da SUMO. Com isto, decidiu-se clonar
a TcAG6PD em pET-TEV, que adiciona somente a cauda de histidina, para poder prosseguir nos
passos de purificagdo. Assim, fez-se a afinidade da TcAG6PD, como pode ser visto na Figura 10-B.
A proteina obtida ndo possui muitos contaminantes, mas se apresenta instavel, precipitando em
algumas horas apds a elui¢cdo. Tentou-se diferentes condi¢des para estabilizar a proteina, como
utilizar glicerol nos tampdes de purificacdo e realizar todo o processo a 4°C, mas ndo se obteve

nenhuma melhora significativa. Comparando os procedimentos para obtencdo da enzima do
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parasita com os utilizados por Ortiz et al>, publicada posteriormente com a condicdo de
cristalizacdao, observa-se que a principal diferenca é a construcdo, sendo a utilizada neste projeto
comegando no aminodcido 68, e o publicado, no 38. Analisando a estrutura (PDB: 4EM5), os
aminoacidos do N-terminal presentes comecam no residuo 52, sendo que entre V52 e V60 nao
apresenta nenhuma estrutura secundaria definida, e entre os residuos 61-67 ha uma pequena a
hélice. Assim, provavelmente os residuos de 52-67 dao estabilidade a enzima, explicando o

insucesso da construcdo utilizada.

TcAG6PD HsAG6PD
1 2 3 4 1 2 3

85 kDa> 66kDa >

B < TcAGEPD
70kDa>

#% <G6PD-5UMO
60kDa> 45kDa>
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Figura 10: A: Gel SDS-PAGE 10% da clivagem da SUMO com ULP-1 a 25°C por 4 horas da TcAG6PD e
HsAG6PD eluidas em 300mM imidazol; 1 e 3 amostras antes da adicdo da protease, 2 e 4 amostras apos
clivagem. A banda da SUMO ndo aparece porque o gel é 10%. B: Gel SDS-PAGE 15% de afinidade da
TcAG6PD com cauda de histidina 1- lavagem com 100mM Tris-HCl pH 8, 300mM NaCl , 10mM imidazol , 2 e
3 eluigdes.

Quanto a HsAG6PD-SUMO, observou-se uma boa clivagem, mas também ha uma pequena
quantidade que permanece sem clivar. Tentativas posteriores para separar a proteina clivada da
nao clivada por troca i6nica ou exclusdo molecular falharam, tendo a proteina nao clivada eluida
sempre juntamente com a clivada. Isso provavelmente acontece devido a formacgdo de dimeros e
tetrameros, acontecendo da proteina com SUMO estar oligomerizando com a proteina livre. Para
contornar esta situacdo, decidiu-se testar a clivagem da SUMO enquanto a proteina permanecia
ligada a resina da afinidade. Obteve-se sucesso neste caso, pois a proteina clivada ficou em

solucdo enquanto a proteina ndo clivada permaneceu ligada a resina. Uma pequena quantidade da
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proteina clivada permaneceu na eluicdo com imidazol, provavelmente oligomerizada com a ndo
clivada, mas essa perda ndo é significativa, considerando a quantidade de proteina que se
consegue purificar. Além disso, essa foi a Unica forma que se conseguiu separar a porc¢ao clivada
da ndo clivada. Na Figura 11 é possivel observar que apesar da clivagem da HsAG6PD na coluna
nao ser total, consegue-se separar a porg¢do nao clivada, que sai na eluicdo. A estabilidade da
HsAG6PD obtida é bem melhor que a TcAG6PD, sendo estdvel a 4°C por uma semana, sem
precipitacdo a altas concentracdes (a maior concentracdo ja alcancado foi de 40 mg/mL,
apresentando-se sem sinal de precipitacdo), permitindo fazer outros passos de purificacdo e

estudos estruturais.
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60 kDa >
50 kDa >
40 kDa >

< HsAG6PD-SUMO

— < HsAG6PD

30 kDa >
25 kDa >

20 kDa >

W <sumo

15 kDa >

-y s ‘l -
“

Figura 11: SDS-PAGE 15% da clivagem na coluna de afinidade da HSAG6PD. 1: amostra da resina ressuspensa
apos clivagem com ULP-1, 2- flow-through, 3, 4,5 e 6 lavagens, 7- eluicdo.

3.3b Troca idnica da HSAG6PD

A amostra concentrada da afinidade foi desalinizada como descrito anteriormente e
aplicada na troca anionica. A proteina eluiu na faixa de 15mS/cm e 29mS/cm, tendo um pico com

22mS/cm (Figura 12-A).
3.3c Gel filtragdo com Superdex 200 16/60

A proteina apresentou um pico de eluicdo em 62 mL e um pequeno pico em 69 mL. Os dois
picos ndo sao totalmente separados com a resolu¢do da coluna. Correndo a mesma amostra na

coluna analitica e utilizando a curva de calibragdo, pode-se observar que o primeiro pico é
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referente a forma tetramérica e o segundo, a forma dimérica da enzima. Nos estudos de

cristalografia, separou-se as fragcdes dos centros dos picos.

Ao fim de todos os passos de purificacdo, conseguiu-se em média 3 mg de HsAG6PD/litro
de cultura referente ao centro do pico de gel filtracdo e mais 2 mg das outras regiGes do pico
principal. Na Figura 12 é mostrado o cromatograma da troca i6nica e da gel filtracdo, além de gel

SDS das amostras apds as diferentes etapas de purificacao.

A B ) Cc
Trocaidnica Gel filtragio iz 3
=~ 2000 -
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Figura 12: A: Cromatograma da troca idnica, B: Cromatograma da gel filtragdo em Superdex200 16/60 C:
SDS-PAGE 15% das diferentes etapas de purificacdo da HSAG6PD. 1: apds clivagem na coluna de afinidade, 2:
apos troca idnica, 3: apos gel filtragdo.

3.4. Avaliagao da atividade da enzima purificada

Ensaios cinéticos foram usados para avaliar se a enzima purificada possuia atividade e se a

delec¢do causou alguma mudanga na inibigdo pelos esteroides.

Fez-se a curva de Michaelis-Menten para determinacdo do K,, aparente da G6P e NADP,
obtendo valores condizentes com o reportado na literatura para esta construgdo, como mostrado
na Tabela 3 e Figura 13. O valor de k... obtido foi inferior ao da literatura, isto talvez seja causado
pelo tamp3o utilizado no ensaio, que n3o é o mesmo (tamp3o do ensaio da literatura®: 100 mM
Tris-HCl pH 8,0 ; 10 mM MgCl,, tampao utilizado: 50 mM Tris-HCl pH 8, 150 mM NaCl), o que pode

influenciar na atividade da enzima.
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Figura 13: Curvas de Michaelis-Menten para determinacgdo de K, para os substratos.

Tabela 3: Constante de Michaelis-Menten (Ky) para os substratos da G6PD.

HsAG6PD Km®" (uM) Kv'"°" (M) Keat(1/5)
Purificada 58,310,7 7,540,8 70+10
Literatura® 42 6,45 208

Para avaliar a inibicdo da HSAG6PD pelos esteroides, fez-se uma curva de dose resposta

para o DHEA, EA e 16BrEA, determinando o ICso, que sdo mostrados abaixo na Figura 14.

IC50 para HsAG6PD

Inibidor  1Cso(tM) K; (uM)

-o- EA
100- -= DHEA HsAG6PD HsG6PD
3 -+~ 16BrEA
s DHEA 7+3 6,2+0,2*
2
§ 501 EA 2,210,2 340,1*
16BrEA 0,60+0,08 0,53%0,01*
c T T T T hl
0.01 0.1 1 10 100 1000

Log (inibidor(pM))

Figura 14: Curvas dose resposta para determinacgdo de ICs, dos esteroides para a construgdao HsAG6PD. A
direita, tabela comparando os valores obtidos com dados da literatura. *( Gordon et al, 1995)

Os valores obtidos sdao condizentes com os da literatura, considerando que para um

inibidor incompetitivo em condicdo de saturacdao dos substratos, o ICsy ¢ aproximadamente igual
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ao valor de K.”® Isso mostra que a delecdo no N-terminal n3o alterou a inibicdo pelo esteroides,

podendo esta construcdo ser usada nos estudos.
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Capitulo 4: Formulag¢ao de complexo estavel

O DHEA e seus analogos sdo inibidores incompetitivos em relacdo aos dois substratos da
G6PD, ou seja, estes s6 se ligam ao complexo G6PD-G6P-NADP” ndo tendo afinidade pela enzima
livre. Assim, para conseguir cristalizar a enzima com estes inibidores, é necessario colocar os dois
substratos, além do esteroide. Porém, como a inibicdo ndo é completa e o processo de
cristalizacdo pode durar dias, a reagdo provavelmente acontece durante o experimento,
diminuindo as chances de co-cristalizacdo, pois os substratos podem se esgotar, além da enzima

estar sofrendo mudancas conformacionais, o que atrapalha no processo de cristalizacao.
Assim, adotou-se 2 estratégias para tentar contornar este problema:

1- Encontrar inibidores competitivos dos substratos que pudessem gerar um complexo
terndrio ndo reativo que ainda permitisse a ligacdo do esteroide. Os inibidores
testados eram andlogos de G6P ou o préprio produto da reacdo (NADPH)

2- Fazer uma mutacdo que diminuisse significativamente a atividade da enzima, sem

alterar a sua afinidade pelos substratos.
4.1 Avaliagao de inibidores competitivos

Buscando na literatura, encontraram-se duas hexoses fosfatadas que atuam como
inibidores competitivos em relacdo a G6P, a glucosamina-6-fosfato (GIn6P) e frutose-6-fosfato
(F6P).***(Figura 15) Para a enzima humana, tem-se dados sobre a GIn6P, que atua como inibidor
competitivo, tendo um K; de 1,08 mM*. N3o foram encontrados dados sobre a F6P para a enzima
humana. Outro inibidor competitivo conhecido é o NADPH, tendo K; de 9 uM 42 Assim, decidiu-se

testar estes 3 inibidores para a formulagdo do complexo.
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Figura 15: compostos utilizados para formulacdo de complexo ternario. Analogos do substrato glicose 6-
fosfato: glucosamina 6-fosfato e frutose 6-fosfato; NADP* e NADPH.

Primeiramente, avaliou-se se a F6P atuava como um substrato alternativo, realizando
ensaio de atividade com 100 uM NADP" e diferentes concentra¢des de F6P, variando de 50 mM
até 100 pM. Observou-se a formacdo de NADPH quando se utilizou F6P na faixa de 3 mM a 50
mM. Nos controles, ndo se observou fluorescéncia para a F6P nos comprimentos de onda
utilizados no ensaio, nem a formacdo de NADPH no controle negativo (todos os reagentes com
excec¢do da enzima), indicando que a enzima utiliza a F6P como um fraco substrato alternativo, o

que ndo é interessante para a formagdo do complexo.

Quanto a GIn6P, ndo se observou a formagdo de NADPH quando esta é incubada com
NADP* e G6PD, n3o atuando como substrato alternativo, como esperado. Foi feita a curva de dose
resposta para avaliar se a inibicdo para a nossa construgdo é parecida com a da literatura. O valor
obtido de IG5, foi de 1,02 mM (com o intervalo de 95% de confianga entre 0,56 mM e 1,88 mM),
feito em ensaio com a concentracdo de G6P igual ao seu valor de K., e saturacio de NADP* (Figura
16). Nesta condigdo, e considerando que se trata de um inibidor competitivo, o K; é metade do
valor de IC50,4° sendo entdo em torno de 0,5mM (entre 0,28mM e 0,94mM). Este valor esta

condizente com o da literatura.
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Figura 16: I1C5q para glucosamina 6-fosfato para HsAG6PD.

Para estudar o quanto estes inibidores estabilizam a proteina e para avaliar se ha a
formacgao do complexo com 16BrEA, utilizou-se a técnica de termofluorescéncia. Primeiramente
foi feita uma padronizacdo do ensaio, variando-se a concentracdo da proteina e da sonda. Avaliou-
se a varia¢do entre a fluorescéncia enquanto a proteina estd enovelada com a fluorescéncia ao fim
do desenovelamento. Além disso, observou-se um bom perfil de desnaturacdo, com um
comportamento sigmoidal, e um bom discernimento entre o platé inicial e final. O ensaio padrdo
estabelecido foi com 10 uM de G6PD e 10X de Sypro Orange. Na figura 17 se pode ver um
exemplo dos dados medidos no gPCR e depois de tratados para o calculo de T,, (descrito no item

2.7), validando o ensaio para estudo da ligacdo de pequenas moléculas.

Dados nao tratados Dados normalizados
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Figura 17: Exemplo de dados obtidos com o ensaio de termofluoréscencia estabelecido.
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Este ensaio foi utilizado com as diferentes combinag¢des entre os ligantes. Todas as condi¢des
continham 2% DMSO para poder comparar as amostras na auséncia e presenga do esteroide. Na

tabela 4 esta representado o AT,, em relagdo a enzima apo para os diferentes ligantes.

Ligantes AT, (°C) 16BrEA
16BrEA -1,0 £ 0,8 NADP
NADP 60 + 0,2 NADP+16BrEA
NADP+16BrEA 55 + 06 cep
G6P 87 + 0,2 G6P+16BrEA

G6P+16BrEA 88 *+ 0,5
G6P+NADP

G6P+NADP 7,7 + 08
G6P+NADP+16BrEA

G6P+NADP+16BrEA 81 + 0,8
NADPH 29 + 02 NADPH
NADPH+16BrEA 43 + 1,1 NADPH+16BrEA
NADPH+G6P 82 + 09 NADPH+G6P
NADPH+G6P+16BrEA 92 + 1,0 NADPH+G6P+16BrEA
GIn6P 73 = 03 GIn6P
GIn6P+16BrEA 61 + 11 GIn6P+16BrEA
GIn6P+NADP 50 + 1,6 GIn6P+NADP
GIn6P+NADP+16BrEA 52 + 04 GIn6P+NADP+16BrEA
F6P 20 + 02 Fop
F6P+16BrEA 18 + 03 F6P+16B1EA
F6P+NADP 27 + 02 F6pANADP

F6P+NADP+16BrEA 2,7 = 0,2
F6P+NADP+16BrEA

-1,5 0,5 2,5 4,5 6,5 8,5
ATm (°C)

Figura 18: Deslocamento no T, causado pelos diferentes ligantes para a HsAG6PD em ensaio de
termofluorescéncia. As concentragdes utilizadas para cada ligante foram: 80uM 16BrEA, 100uM NADP®,
100uM NADPH, 40mM G6P, 40mM GIn6P e 40mM F6P. Todas as condi¢des possuem 2% DMSO.

Os inibidores competitivos utilizados apresentam um deslocamento menor que os
substratos e ndo se pode afirmar que hd a formagdo de complexo terndrio
(enzima:substrato:inibidor competitivo), nem de complexo quaterndrio, uma vez que nenhuma
amostra dos complexos apresentam maior T,, que os complexos de ordem menor (por exemplo, a
amostra enzima+NADPH+G6P é mais estdvel que enzima+NADPH, porém nao é mais estavel que
enzima+G6P, ndo podendo concluir se ha a formagdo do complexo ternario). A F6P se apresenta
como o pior candidato para a formulagcdo do complexo, pois é a que menos estabiliza a proteina,

comparando com GIn6P e NADPH.
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Durante os ensaios de padronizagao foi observado que quando se utiliza 600 uM G6P,
concentragdo 10 vezes maior que o K., o AT, é de somente 0,7°C. Como visto na Figura 18,
qguando se utiliza 40 mM G6P o deslocamento sobe para 8,7 °C. Assim, talvez esteja ocorrendo a
formacdo do complexo com os esteroides, porém a concentracao utilizada de 16BrEA nao seja o
suficiente para dar um deslocamento significativo. Mas acima de 100 uM em 2% DMSO ha a
precipitacdo do esteroide e ndo se pode aumentar muito a concentracdo de DMSO porque este
aumenta o sinal de fluorescéncia do platd inicial, provavelmente por estar interagindo com a
sonda fluorescente. Ensaios de cristalizacdo com estes complexos foram feitos, tanto screening
inicial, como com a condicdo publicada e otimizada, que serd mostrada em capitulo posterior. Ndo
se obteve nenhum indicio de cristalizacdo. Assim, partiu-se para a estratégia de gerar um mutante

para diminuir a atividade da enzima.

4.2 Mutante D200N

O mecanismo de reacdo da G6PD aceito consiste em uma diade Asp-His, onde a histidina
funciona como uma base para abstrair o préoton do grupo hidroxil C1 da G6P, com a concomitante
saida de um grupo hidreto do carbono C1 da G6P para o anel nicotina do NADP'. Assim, apds a
saida dos produtos, a histidina é reciclada doando o préton para uma molécula de 3agua,

restaurando a enzima. O acido aspartico tem a funcdo de aumentar a basicidade da histidina

catalitica ®**.
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Figura 19: esquema geral do mecanismo de rea¢do da G6PD. Os indices dos residuos sdo para a sequéncia
da G6PD de Leuconostoc mesenteroides.( Figura de Cosgrove et al., Biochemistry, 2000 )
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Para elucidar o mecanismo de reac¢do e o papel de cada residuo, Cosgrove et. al utilizaram-
se de mutacdo sitio-dirigida e estruturas cristalograficas. Nestes estudos, realizou-se a mutagao do
acido aspdrtico para asparagina (D177N, em Leuconostoc mesenteroides), obtendo uma enzima
mutante com k.,; duas ordens de grandeza menor que a selvagem, mas com pouco altera¢do nos
valores de K,, para os substratos G6P e NADP, indicando que o dcido é importante para a catdlise
(aumentando a basicidade da histidina 240), mas que este ndo altera a afinidade do sitio por
G6P*. Com este mutante, conseguiram resolver uma estrutura cristalografica onde os cristais
cresceram na presenca de G6P e NADPH, observando uma boa densidade para a G6P e densidade
parcial do NADPH, tendo densidade para a adenina e os fosfatos do co-fator. Assim, conseguiram
com este mutante um complexo ternario G6PD-G6P-NADPH.*

Deste modo, decidiu-se fazer este mutante na enzima humana com o intuito de formar o
complexo terndrio estdvel capaz de ligar os esteroides, aumentando a chance de cristalizagao.

A mutacdo D200N na enzima humana foi realizada por mutacao sitio-dirigida, como descrita
em materiais e métodos. A enzima foi expressa e purificada do mesmo modo que a selvagem,

apresentando o mesmo perfil de expressao e purificacao.

Foi feita a caracterizagdo cinética do mutante, obtendo uma diminui¢do do k., de 30 vezes,

um aumento de 5 vezes no K,,°® e um aumento de 3 vezes no K,,""*"

em relagdo a selvagem, como
pode ser visto na tabela 4. O aumento nas constantes de Michaelis é pequeno comparado a

diminui¢do da atividade da enzima, o que era esperado para este mutante.

Tabela 4: Parametros cinéticos para o mutante HsAG6PD D200N.

Enzima K °% (LM) Km 2" (1M) keat (s™)
HsAG6PD 58,310,7 7,5%£0,8 70+10
HsAG6PD D200N 28349 2212 2,3+0,5

Para avaliar a inibicao deste mutante pelos esteroides, mediu-se a atividade da enzima na
presenca das maiores concentragdes de solubilidade destes em 2%DMSO, sendo de 100 uM para o
DHEA e 80 uM 16BrEA. Como pode ser visto na Figura 20, ndo se observou inibicdo para o DHEA e
EA nestas concentragGes. J& 80 uM de 16BrEA apresenta uma inibicdo em torno de 60%, uma
notavel diferenca em relacdo a nativa, que apresenta uma inibicdo >96% nesta concentragdo (em

mesmas condigdes de ensaio). No caso da nativa, 1uM de 16BrEA apresenta 63+1% de inibicdo ,
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podendo estimar assim que o mutante é 80 vezes menos inibido por 16BrEA. N3do foi feita a curva

de dose resposta, pois teria que ter concentragdes mais altas do inibidor para ajustar a curva.

Inibigao pelos esteroides

100 -
90 -

70 -
m D200N

50 - mWT

40
30 -
20 -
10 -

% Atividade
g

100puM DHEA 100uM EA 80uM 16BrEA

Figura 20: Inibicdo do mutante D200N pelo esteroides. Em azul, porcentagem da atividade do mutante
D200N na presenca dos diferentes esteroides, considerando a atividade com 2% DMSO como 100%. Em
vermelho, porcetagem de atividade da enzima selvagem.

O fato do mutante continuar sendo inibido por 16BrEA, mesmo que com menor poténcia, e
ter menor atividade em relagdo a enzima ativa, torna-o interessante para a formagao do complexo

guaternario, sendo um promissor complexo para os ensaios de cristalizacao.

Mais interessante ainda é o fato que houve uma grande diminuicdo do poder inibitério
destes esteroides, indicando que o aspartato 200 ndo é tdo somente importante para a catalise,
como também para a ligacdo destes inibidores. Até entdo ndo se foi mostrado nenhum indicio de
algum residuo que pudesse influenciar na inibi¢do de esteroides analogos de DHEA, sendo este um
primeiro dado que pode levar a uma hipdtese sobre o provavel sitio de ligacao destes inibidores a

HsG6PD.

Olhando a regido préxima do D200, é possivel observar uma cavidade no interior da
proteina com um pequeno acesso a regidao do solvente. Esta cavidade possui residuos hidrofébicos
e uma dimensdo compativel com a de um esteroide (Figura 21). O posicionamento do DHEA foi
feito sem a ajuda de métodos de docagem, sendo que este poderia estar em outra conformacao e
orientagdo, somente para mostrar que as dimensdes da cavidade sdo compativeis com a do
esteroide. Além disto, a estrutura mostrada é referente a enzima humana ligada a G6P
(PDB:2BHL), sendo que este bolsdo pode ainda sofrer mudancgas conformacionais com a ligagdo do
esteroide. Analisando o alinhamento de sequéncias de G6PD provenientes de diferentes

organismos que sao ou ndo inibidas por DHEA, observa-se que hd uma conservagao da maioria dos
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residuos pertencentes a cavidade, indicados com os circulos amarelos na Figura 22. Porém, ha
residuos ndo conservados entre as espécies que poderia explicar a nao inibicdo, como por
exemplo, a T265 e C269. Esta é s6 uma hipdtese que devera ser testada com outras mutagées

nesta cavidade.

Avaliando outras regides do alinhamento, ndo se observou nenhum residuo nitidamente
conservado entre as G6PDs inibidas e ndo conservado entre inibidas/ndo inibidas, o que poderia
explicar a seletividade na inibicdo pelos esteroides. Para esta analise, avaliaram-se os residuos que
estavam a 12 A do NADP* catalitico e da G6P. Talvez a melhor forma de fazer este estudo seria,
além de comparar as sequéncias, comparar o modelo da estrutura da G6PD de Leishmania
mexicana com a estrutura de T. cruzi, pois se deve levar em consideracdo também a conformacao

dos residuos na estrutura, ndo somente a identidade em si.

A

C269

I—f

Figura 21: A: cavidade préxima ao D200. B: DHEA em uma posicao dentro da cavidade, mostrando que a
dimensdo é compativel com o tamanho do esteroide. C: Residuos hidrofébicos que compdem a cavidade.
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Figura 22: Alinhamento de diferentes sequéncias de G6PD. Acima da linha estdo sequéncias de organismos
que sdo inibidos pelos esteroides, e abaixo, sequéncias de organismos que nao sdo inibidos. Em destaque
azul, sequéncia referente a ligagio de NADP”, em verde, regido de ligacdo a G6P, em vermelho, residuos que
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est3o a 12A de distancia do NADP* ou G6P, e em amarelo, residuos pertencentes a cavidade préxima ao
D200, descrita na figura 21. A numeragao dos residuos é referente a sequéncia humana.

Foi feita uma varredura de condi¢Ges de cristalizacdo com kits inicias deste mutante, tanto
para o pico referente ao dimero quanto ao tetramero e ndo se obteve formacdo de cristais.
Também se testou na condi¢cdo conhecida para HsAG6PD, além de seeding com sementes de

cristais da enzima selvagem, ndo obtendo cristais.
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Capitulo 5: Estudos cristalograficos da HSAG6PD

Foram feitos screenings iniciais da enzima na busca de novas condi¢es de co-cristalizacao,
mesmo porque a ligacdo do esteroide pode gerar mudangas conformacionais que alterem a
condicdo de cristalizacdo publicada para a forma com NADP ou G6P. Ndo se obteve nenhuma

condicdo inicial nova, sendo explorada a condi¢do conhecida.

Conseguiu-se reproduzir a condicdo de cristalizagdo da estrutura com G6P,** constituida de
100 mM Tris-HCI pH 8,5, 200 mM MgCl,, 12% PEG 4000 e 5% glicerol (estando a proteina a 5
mg/ml com 75 pM NADP* e 60 mM G6P). Estes cristais aparecem em 1 dia, tendo o formato de
bastbes, sendo que na sua maioria, constituidos de bastdes ocos e frageis, apresentando muitos
clusters dificeis de serem manipulados, havendo ainda a formagdo de uma pelicula na gota com
proteina precipitada (Fig.23-A). Os cristais difratavam até 6 A e era necessario fazer soaking em
condigdo crioprotetora com 15% de glicerol, o que dificultava ainda mais a manipulagdo dos

cristais durante a coleta.

Assim, foi feito o refinamento da condig¢ao variando a concentragdo da proteina, tamanho
da gota, pH, concentragdo e outros sais com magnésio, concentra¢do de glicerol, entre outros

fatores. As ligdes aprendidas foram:

- Aumentar o glicerol para 15% - 20% produz cristais mais espalhados na gota e mais bem
formados, sem serem ocos. Had também a diminuigdo de precipitante na gota, porém a gota ndo
fica totalmente limpida. Uma vantagem também é que a condi¢do com estas concentragdes de

glicerol ja é crioprotetora, facilitando o manuseio durante a montagem dos cristais.

- E necessaria a presenca do magnésio, mas a variacdo da sua concentracdo n3o gerou

cristais melhores do que a concentracgdo inicial de 200 mM.

- Aumentar o volume da gota e a concentragdo da proteina para 20 mg/mL produz cristais

maiores e em menor quantidade.

- O aumento do pH de 8,5 para 9 também melhora o formato dos cristais, favorecendo o

formato mais cubico, efeito também causado pelo aumento do glicerol.

- Outros PEGs foram utilizados, mas sé houve cristalizagdo com o PEG 4000.
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- Os cristais ndo crescem a 4°C, somente a 18°C (foram as Unicas temperaturas testadas).

- A presenca de até 5% de DMSO nao atrapalha a cristalizacdo, o que é importante para a

co-cristalizagdo e soaking dos inibidores.

- Os cristais também crescem quando se faz a co-cristalizagdo com NADP®, G6P e esteroide

(DHEA, EA, 16BrEA)

Assim, conseguiu-se uma melhor condicdo de cristalizagdo (100 mM Tris-HCI pH 9, 200
mM MgCl,, 13-15% PEG 4000, 15-20% glicerol/ proteina: 20 mg/mL, 2 mM NADP®, 40 mM G6P em
50 mM Tris-HCI pH 8,0 e 150 mM NaCl) que produz cristais macicos, espalhados na gota, em
condigdo crioprotetora, resistentes a 5% DMSO e a soaking. Estes cristais difratam por volta de 3

A, resolucdo suficiente para resolver a estrutura e localizacdo dos sitios dos ligantes.

Um problema nos ensaios de cristalizagdo com os esteroides é a baixa solubilidade destes
em meio aquoso, comparada a concentracdo da proteina utilizada no ensaio. A solubilidade dos
esteroides utilizados é por volta de 100 uM em 2% DMSO. A concentragdo da proteina utilizada
nos ensaios é entre 180 uM (10 mg/mL) a 360 uM (20 mg/mL). Ou seja, ndo se consegue preparar
uma amostra com 1:1 de proteina ligante, sendo que o ideal seria ter um excesso de ligante,
conforme sua constante de afinidade. Assim, tentaram-se diferentes técnicas de preparo de
amostra para contornar este problema, inspiradas pela forma como foram resolvidas outras

estruturas com esteroides.*® Abaixo estdo os métodos utilizados.

1. Co-cristalizacdo

Neste caso, tentou-se estabelecer condi¢cdes com maior concentracdo de
precipitante para poder utilizar a proteina em concentragées mais baixas, entre 2 e 5
mg/mL. Porém, ndo se obteve sucesso neste caso.

Foram feitas amostras com 100 uM em 2-5% DMSO em condigdo de subsaturagdo,
sendo os cristais posteriormente submetidos a soaking.

Tentou-se também incubar a enzima com 0,5 mM a 1 mM DHEA ou EA em 5%
DMSO por 1 hora, a 4°C, sempre colocando os ligantes na ordem NADP®, esteroide,
G6P, para tentar diminuir a atividade da enzima, uma vez que deste modo ela ndo
entre em contato com ambos os substratos na auséncia de inibidor. Em seguida, a
amostra foi centrifugada para retirada do precipitante. Neste caso, ainda observou-se

o crescimento de cristais.
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2. Concentracdo da proteina na presenca de esteroide.

Outra forma de tentar saturar a enzima com os esteroide foi de incubar a enzima
diluida com um excesso de ligante, seguido de concentra¢do. Depois, a proteina é
novamente diluida com tampao contendo os ligantes, seguida de nova concentracao. A
ideia é que a enzima concentrada continua ligada ao inibidor depois da diluicao,
conseguido assim uma maior concentragdo de ligante na solugdo, parte ligada a proteina,
parte em solucdao, aumentando a saturagdo da enzima. Este método foi utilizado com
sucesso na resolucdo do complexo da 17B-hidroxiesteroide desidrogenase tipo 5 (17pB-
HSD5) com um inibidor esteroidal EM1404 (1ZQ5).* Brevemente, incubou-se 3 mL enzima
diluida (10 uM - 0,5 mg/mL) com 2 mM NADP* e 100 uM EA ou 16BrEA a 5% de DMSO.
Depois se acrescentou 10 mM G6P, tudo a 4°C. Incubou-se por uma hora e depois a
amostra foi concentrada até a proteina estar a 15 mg/mL. Em seguida, a enzima foi diluida
em tamp3o contendo as mesmas concentracdes de NADP®, G6P e esteroide, sendo
concentrada novamente, seguindo para cristalizacdo. Também se obtiveram cristais com

este método para o EA (Fig. 23-B).

3. Esteroide adicionado na condig¢do de cristalizacdo

Observou-se que a solubilidade dos esteroides é maior na condicdo de
cristalizacdo, provavelmente devido ao PEG 4000, sendo que se consegue 0,5 mM de
DHEA e EA em 0,1 mM Tris HCI pH 9,0; 13%PEG 4000, 15% glicerol, 2%DMSO e 200 mM
MgCl,; Assim, foram feitas as condi¢Ges de cristalizacdo com a adicdo de 0,5 mM DHEA ou
EA com 40 mM G6P (os ligantes estdo sé na solucdo usada na gota, sendo o pogo
preenchido com a condicdo idéntica sem os ligantes). Neste caso, montou-se a gota com a
solucdo preparada com o esteroide+G6P e uma solugdo de proteina (20 mg/mL) com 2
mM NADP®. Neste caso cresceram cristais principalmente para DHEA, com cristais quase

cubicos e grandes (aproximadamente 0,5 mm) (Fig. 23-C).

4. Adicdo de esteroide na gota com cristais

Este método foi utilizado com cristais que tinham crescido com NADP* e G6P. Colocou-

se 0,3 pL de esteroide (10mM em 100% DMSO) diretamente na gota com os cristais
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formados. Os cristais foram coletados com diferentes tempos (entre 10 segundos e 5

minutos) apds a incubagao.

5. Soaking
Neste caso, testou-se fazer o soaking dos cristais na condigdo de cristalizagdo (com
20% glicerol) com 0,5 mM a 1 mM de DHEA, EA ou 16BrEA, com G6P+NADP’,
G6P+NADPH e GIn6P+NADP".

Abaixo se pode ver foto dos cristais inicias e de cristais obtidos com a condigdo refinada

conjuntamente com diferentes técnicas de preparacao de amostra.

Figura 23: A: Cristais da HsSAG6PD reproduzidos da literatura (condi¢gdao: 100mM Tris-HCI pH 8,5, 200mM
MgCl,, 12% PEG 4000 e 5% glicerol, proteina: 5mg/ml, 75 uM NADP®, 60mM G6P). B: cristais na condicdo
refinada, com a proteina sendo concentrada na presenca de EA (condi¢do: 100mM Tris-HCl pH 9, 200mM
MgCl,, 13% PEG 4000 e 20% glicerol, proteina: 15mg/ml, 2mM NADP®, 10mM G6P, 100 uM EA), C: cristal
obtido com DHEA na condigdo de cristalizagdo (condigdo: 100mM Tris-HCI pH 9, 200mM MgCl,, 13% PEG
4000 e 20% glicerol, 0,5mM DHEA, 2% DMSO, 40mM G6P; proteina: 20mg/ml + 2mM NADP")

Em geral, ndo se obteve cristais por co-cristalizacdo com F6P, GIn6P e NADPH, sendo estes
ligantes usados para soaking. Quando se faz a co-cristalizagdo somente com NADP’, o resultado
sao agulhas finas. Foi feito seeding para o complexo NADPH+G6P+16BrEA, mas ndo se obteve
resultado. Estima-se que foram testados entre 100 a 200 cristais, sendo que destes, foi possivel
coletar 21 conjuntos de dados para diferentes complexos da HsAG6PD, como mostrado na tabela
6. A exposicdo média por imagem foi de 30 s a 1 min na W0O1B-MX2 (LNLS), sendo os maiores

cristais com 10 s de exposicao.
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Tabela 5: Resumo dos conjuntos coletados para HsAG6PD, mostrando quantos cristais foram coletados para
cada tipo de complexo e métodos de preparo de amostra, discutidos anteriormente.

Método de preparo de
Ligantes N° cristais coletados
amostra
NADP++G6P 1 2
1 1
NADP++G6P + DHEA
3 3
1 1
2 3
NADP++G6P + EA
le4 1
2e4 2
1 1
NADP++G6P + 16BrEA led 3
5 1
NADPH+G6P + 16BrEA 5 2
NADP++GIn6P + 16BrEA 5 1
NADP++F6P + 16BrEA 5 1

1: co-cristalizagdo; 2: Concentragdo da proteina na presenca de esteroide; 3: Esteroide adicionado na
condicdo de cristalizagdo; 4: Adicao de esteroide na gota com cristais; 5: soaking.

Os conjuntos foram processados e apds um ciclo inicial de refinamento, observou-se o
mapa diferenga para avaliagdo de possiveis densidades para os esteroides. Nao foi observada
nenhuma densidade que pudesse indicar a presenca do inibidor, tendo quase sempre a densidade
bem definida para G6P e uma densidade parcial para o NADP" estrutural. Deste modo, apresenta-
se o estudo de um conjunto coletado para apresentar os parametros do cristal, que sdo diferentes
dos publicados, a substituicdo molecular e refinamento da estrutura. O conjunto usado como
modelo foi um da gota da figura 23-B, estando na legenda a condicdo de cristalizacdo. Apesar dos
cristais ndo apresentarem o esteroides, estes permitiram o aprendizado da técnica de

cristalografia, que devera ser aprofundado durante o doutorado.

Os dados de difragdo de raios X foram coletados na linha W01B-MX2 do LNLS. Obteve-se
um conjunto com 2,87 A. As reflexdes foram indexadas e integradas pelo programa iMOSFLM. O
escalonamento dos dados foi feito utilizando SCALA, os fatores de estrutura foram calculados pelo
CTRUNCATE, separando 5% de reflexdes aleatoriamente para o calculo de Rfe.. Os dados

estatisticos deste conjunto estdo apresentados na tabela 6.
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Tabela 6: Dados estatisticos referentes ao processamento dos dados.

HsAG6PD
Comprimento de onda (A) 1,46
Grupo espacial P22,2,
Cela unitdria:
a(A) 53,76
b (A) 124,78
c(A) 166,85
Monomeros por UA 2
Resolugdo (A) 55,62 -2,87
N° reflexdes 94499
N° reflexdes unicas 22899
/o 9,9 (2,4)*
Rpim (%) 4,2 (27,4)*
Completeza (%) 87,3 (79,6)*
Redundancia 4,1(3,3)*

* fora dos parénteses esta o valor médio para o conjunto e dentro, o valor referente a faixa de maior
resolucdo. UA: unidade assimétrica.

O grupo espacial péde ser confirmado analisando as auséncias sistematicas nos eixos. Para
isto, utilizaram-se também outros conjuntos que apresentavam a mesma cela unitdria e no qual
um eixo ou outro foi medido melhor, devido ao posicionamento do cristal em relagao ao feixe.
Assim, foram observadas auséncias sistematicas na dire¢do dos eixo b e c (reflexdes (0,k,0) ou
(0,0,1) tinham intensidade nula quando k e | sdo impares, respectivamente). Utilizando o programa
Matthews do pacote CCP4 para o calculo do volume de Matthews, estimou-se o conteldo de dois

mondémeros na cela unitaria, com 50,7% de solvente.

A substituicdo molecular foi feita pelo programa MOLREP com o monGmero da estrutura
humana 2BH9, sendo a estrutura com maior resolugdo para esta espécie. Foram retirados os
ligantes e as moléculas de dgua. Dois monémeros foram posicionados na unidade assimétrica,
formando um dimero ndo funcional (Figura 24). Considerando as operag¢des de simetria, ndo
haviam choques estéricos e o tetramero funcional é formado por uma rotacdo de ordem 2

(rotacdo na dire¢do do eixo a).
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Figura 24: Em laranja, conteddo da unidade assimétrica formada por dois monémeros, sendo o tetramero
funcional formado por rotacdo.

O refinamento no espaco reciproco foi feito utilizando o programa REFMACS.
Primeiramente se fez um refinamento de corpo rigido, seguido de refinamento de mdxima
verossimilhanca com restricdes. Apds o primeiro ciclo de refinamento com restricdo, obteve-se um
modelo com Ry de 29,59% e Rpee de 32,75%. Em seguida, foram analisadas os mapas de
densidade eletrénica pelo programa WinCoot, analisando regides com pouco densidade, além de
procurar picos no mapa F,-F¢, que devem ser correspondentes a ligantes. Foi possivel observar

com clareza a densidade da G6P no mapa diferenca, visto na figura 25.

Figura 25: Mapa diferenca (Fo-Fc) em verde com cotorno de 30, evidenciando a presenca da G6P.

O refinamento manual foi feito ajustando residuos que estdo fora da densidade eletrdnica,
apagando loops ou residuos sem densidade e incluindo ligantes. Assim, alternou-se entre o
refinamento manual com o refinamento do REFMAC5, sempre acompanhando os valores de
Rwork/Riree , Que devem possuir o mesmo comportamento, ou seja, os dois devem diminuir
juntamente, e ndo sé o Ry O refinamento foi concluido quando mudangas no modelo nado
geraram a diminuicdo dos valores de R,o« € Riee, além da estrutura respeitar as restricdes
estereoquimicas, analisadas pelo Rampage. Os residuos Y484 e E297 estdo em regibes proibidas,

porém apresentam uma boa densidade e conserva¢do da cadeia principal entre as estruturas
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publicadas, sendo encontradas em /oops curtos entre fita-B e hélice-a. A estrutura final apresenta
fator de temperatura médio de 75 A? e uma correlacao de 0,94 entre os fatores de estrutura
calculados pelo modelo com os fatores de estrutura obtidos experimentalmente. Abaixo sdo

apresentados os parametros estatisticos referentes ao modelo.

Tabela 7: Parametros estatisticos do refinamento da estrutura da HsSAG6PD — G6P.

Parametros estatisticos HsAG6PD — G6P
Ruork (%) 20,8%

Reree (%) 26,8%
RMS comprimento de ligagdo (A) 0,01

RMS angulo de ligagdo (A) 1,4
Residuos em regides favoraveis no 98

diagrama de Ramachandran* (%)
Residuos em regides permitidas no 2

diagrama de Ramachandran* (%)

* calculado pelo programa Rampage.

Comparando a estrutura obtida com a estrutura do PDB complexada com G6P (2BHL), ndo
se observam grandes diferencgas, tendo um rmsd entre a cadeia principal das duas estruturas de

0,63 A, e para a estrutura como um todo, um rmsd de 1,02 A (valores calculados por Superpose).”’

Neste capitulo foram descritos os esfor¢os para tentar resolver a estrutura da HsAG6PD
complexada com esteroide. Apesar de nenhum conjunto de dados coletado apresentar uma
densidade que poderia ser referente ao inibidor, conseguiu-se estabelecer um protocolo para
cristalizagao da G6PD que é reprodutivo e tendo cristais que sdo passiveis de soaking, criando uma
ferramenta que podera ser utilizado pelo grupo para caracterizag¢do estrutural de novos inibidores

da enzima.
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Capitulo 6: Mutantes A277C e E347A

Na perspectiva de melhorar a resolugao e qualidade dos cristais atuais, tornando-os ainda
mais adequados aos estudos com inibidores, ou ainda encontrando outras condi¢des de
cristalizacdo, avaliou-se em mutacdes que pudessem estabilizar a forma tetramérica da proteina
ou o contrario, que pudesse rompé-la. Além disto, pouco se sabe sobre a importancia fisioldgica
do equilibrio entre dimero e tetramero, ndo se sabendo se uma forma é mais ou menos ativa que
a outra. Assim, mutantes que tenham somente um estado oligomérico podem ser Uteis nestas

investigagdes.

A interface do tetramero é formada basicamente por interacBes eletrostaticas, sendo a
regido de contato entre as superficies de 706 A? entre os monémeros. As principais interagdes
ocorrem entre residuos da hélice 16 (considerando anotagdo de DSSP*), sendo que a hélice de
cada mondmero estd uma de frente para outra (Figura 26). E possivel observar também a ponte

salina entra o E347 e a K275.

A277

90°

Figura 26: Interface do tetramero. Em destaque, interagdo entre E347 e K275 e hélice 16 com C294
e A277 préximas.

Como pode ser visto na Figura 26, no inicio da hélice 16 encontra-se a alanina 277 que esta
de frente com a cisteina 294, com o enxofre da cisteina distando 4A do CB da alanina. Assim,
pensou-se que ali poderia ser uma boa oportunidade para tentar realizar uma ponte dissulfeto

gue poderia manter o tetramero ligado covalentemente, mutando a alanina 277 por uma cisteina.
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Foram checados também se a geometria entre os residuos permitiriam tal ligacdo, que acontece

com um angulo de 105° entre CB-5-5*.*

Outra mutagdo estudada foi a de trocar o acido glutamico 347 por uma alanina, a fim de
guebrar a interacao deste com a cavidade positiva encontrada na interface, gerando um mutante

gue ndo formaria mais o tetramero.

Tentou-se fazer a mutagdo tanto no vetor da HSAG6PD como para o mutante HsAG6PD
D200N. N3o se conseguiu obter ainda os mutantes para a forma selvagem, tendo sé conseguido os
mutantes HSAG6PD D200N A277C (HsAG6PD DNAC) e HsAG6PD D200N E347A (HsAG6PD DNEA).

Os mutantes foram expressos e purificados do mesmo modo que a forma selvagem.

Abaixo se pode ver o cromatograma de gel filtracdo destes mutantes. Para HsAG6PD
DNAC, pode-se ver um pico simétrico correspondente ao tetramero. J4 para o HSAG6PD DNEA,
observa-se um pico para o dimero, com uma pequena formacdo do tetramero. Isto comprova que

as mutagoes feitas conseguiram estabilizar a proteina em um estado oligomérico preferencial.

D200N Mutantes
3 15007 =
E < 600- — HSsAGEPD D200N A277C
= =
S 10007 £ — HsAGBPD D200N E347A
& @ 400
N

& ©
o i ©
«.;f 500 ‘E 2004
8 8
4 4
< o T y ? v < o r ' r

0 5 10 15 20 0 5 10 15 20

Vol eluigdo (mL) Vol eluigéo (mL)

Figura 27: Perfil do cromatograma de gel filtragdo do mutante HsAG6PD D200N e dos mutantes HsAG6PD
D200N E347A e HsAG6PD D200N A277C em Superdex 200 10/30.

6.1 A HsAG6PD DNEA

A HsAG6PD DNEA foi submetida a um screening de cristalizagdo com kits inicias.
Obtiveram-se 3 condi¢Ges com aparecimento de agulhas em 2 dias apds a montagem das placas,
sendo as 3 condi¢gbes muito relacionadas. As fotos com exposicdo de UV revelam que
provavelmente as agulhas sdo de proteina, pois é visivel a fluorescéncia destas, mostrado na figura

28.
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Figura 28: Fotos dos cristais obtidos com o mutante HsSAG6PD DNEA em screening inicial de cristalizagdo. Em
A, B e C, fotos retiradas com luz branca; D, F e G, fotos retiradas com exposi¢do de luz UV. A-D: condicdo:
20% PEG 3350, 200mM NaBr, 100mM Bis-Tris propano pH 7,5; B-F: condigdo: 20% PEG 3350, 200mM Nal,
100mM Bis-Tris propano pH 7,5; C-G: condigao: 20% PEG 3350, 200mM acetato de sodio, 100mM Bis-Tris
propano pH 8,5. Em todas estas condi¢des, a proteina estava a 10mg/mL com 2mM NADP".

Estas condicdes serdo refinadas futuramente, testando também outros complexos. Devido

ao tempo, nao foi feito nada a mais com este mutante.

6.2 HsAG6PD DNAC

Foi feita a termofluorescéncia deste mutante para avaliar se a mutagdo garante maior
estabilidade a proteina. O resultado obtido foi que a muta¢do na alanina por cisteina aumentou
em 10°C a T,,, da enzima em relagdo a proteina selvagem, corroborando com a devida formacdo da

ponte dissulfeto entre os dimeros.
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Figura 29: Termofluorescéncia do mutante HSAG6PD DNEA, mostrando um aumento de 10°C no T,,.

Este mutante foi utilizado em ensaio de cristalizagdo com 40mM G6P + 2mM NADP", e
com 40 mM G6P + 3mM NADPH + 0,2uM NADP* + 0,3mM 16BrEA, na condi¢do refinada para a
selvagem, variando a concentracdo de PEG e glicerol. Diferente do que acontecia com o mutante
HsAG6PD D200N, que nunca cristalizou, este novo mutante produziu cristais de ambos complexos,
sendo também os primeiros cristais que cresceram na presenga de NADPH. Os cristais sdo

morfologicamente parecidos com os da selvagem, descritos em capitulo anterior.

Foram coletados dois conjuntos de dados para o complexo com G6P+NADPH+NADP*+
16BrEA. Esperava-se um aumento na resolugdo dos cristais, uma vez que esta proteina é mais
estavel e apresenta somente um estado oligomérico. Porém, estes cristais continuam difratando

por volta de 3 A.

Estes cristais possuem cela e grupo espacial diferente da enzima selvagem. Abaixo podem

se vistos os dados estatisticos referentes ao processamento de um dos conjuntos.
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Tabela 8: Dados estatisticos referentes ao processamento dos dados do cristal da HsSAG6PD D200N A277C
crescidos na presenca de G6P+NADPH+16BrEA.

HsAG6PD D200N A277C

Comprimento de onda (A) 1,46
Grupo espacial C222,
Cela unitaria:

a(A) 57,76

b (A) 175,91

c(A) 217,22
Monoémeros por UA 2
Resolugao (A) 55,9 - 3,2
N° reflexdes 66652
N° reflexdes Unicas 16449
I/o 8,6 (3,3)*
Rpim (%) 5,6 (21,5)*
Completeza (%) 89,1 (84,2)*
Redundancia 4,1 (4,1)*

* fora dos parénteses esta o valor médio para o conjunto e dentro, o valor referente a faixa de maior
resolugdo. UA: unidade assimétrica

A substituicdo molecular e o refinamento foram feitos do mesmo modo que a selvagem. A
unidade assimétrica também possui dois monbémeros, correspondendo a um dimero ndo
funcional, que quando aplicado a operacdo de simetria de ordem 2, gera o tetrdmero. Apds o
primeiro ciclo de refinamento, obteve-se um R« de 27,49% e um R de 32,58%. Com este
modelo, foi possivel observar no mapa diferenca: densidade no sitio catalitico para o NADPH (ndo
sabendo em realidade se estd na forma reduzida); densidade parcial para a G6P; e densidade
parcial para a adenina do NADP" estrutural, como mostrado na figura 30. A ponte dissulfeto entre
as cisteinas também pode ser vista. Nao foi observada nenhuma densidade que pudesse ser do

16BrEA.
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Figura 30: Mapas de densidade eletronica para o modelo da HSAG6PD D200N A277C apds primeiro ciclo de
refinamento. Em verde: mapa diferenga (Fo-Fc) com cotorno de 3o. Em azul: mapa (2F,-F.) com contorno de
20. A: densidade para G6P e NADPH no sitio catalitico. B: parte de NADP" estrutural. C: Interface do
tetramero para estrutura refinada da HsSAG6PD. D: Interface do tetrdmero para estrutura HSAG6PD D200N

A277C, apds primeiro ciclo de refinamento, sendo evidenciada a ponte dissulfeto.

O modelo possui um Ry de 21,8% e Ryee de 27,1% (rmsd para ligagdo de 0,011A e rmsd
para angulo de ligacdo de 1,51°), indice de correlagdo de 0,94 e fator de temperatura médio de
81,6 A%. Analisando a geometria, 98% dos residuos estio em regides favoraveis no diagrama de

Ramachandran e 2% estdo em regides permitidas.

A estrutura é muito parecida com a estrutura da selvagem. O rmsd para o dominio do
NADP* é de 0,42 A, para o dominio da G6P, 0,33 A e de 0,49 A entre os mondmeros. Isto indica
que o dominio do NADP" n3o se alterou significativamente com a ligac3o deste, considerando que
o valor de rmsd é parecido com o valor obtido para o dominio de G6P e para o monémero como

um todo. A formacdo do dimero também é conservada, tendo um rmsd de 0,83 A.
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Ja em relagdo a organizacdao entre os dimeros para formagao do tetramero, observou-se
que esta é um pouco diferente entres as estruturas, causada pela ponte dissulfeto, mas que as
principais interacGes na interface continuam as mesmas. Utilizando o programa DynDom51 para
medicdo das diferencas, obteve-se que no tetramero da HsAG6PD DNAC os dimeros estdo 1,4 A

mais préximos e ha uma rotac¢do de 3,3° se comparado com o tetramero da HsAG6PD (Figura 31).

Sobreposicao
HsAG6PD e HsAG6PD DNAC

Dimeros Dimero HsAG6EPD fixo
sobrepostos Dimero HsAG6PD DNAC

Figura 31: Sobreposi¢do das estruturas da HSAG6PD e HsAG6PD DNAC, evidenciando uma diferenca
de 3,3° na interagdo dimero/dimero entre as estruturas.

Pode-se observar que com este mutante foi possivel cristalizar um complexo que
apresenta tanto a G6P quanto NADPH, o que é necessdrio para a ligacdo dos esteroides. Esta
estrutura também podera ser utilizada para estudos de docagem do esteroide, sendo a mais

adequada, por possuir os dois substratos.
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Capitulo 7: Conclusao

Neste trabalho se conseguiu estabelecer um protocolo de expressado e purificacdo para a
HsAG6PD que possui rendimento adequado para realizagdo de ensaios biofisicos e estruturais.
Apesar de ndo ter conseguido um cristal que apresentasse densidade eletrénica para os
esteroides, estabeleceu-se um sistema de cristalizacdo reprodutivo que permite o estudo
estrutural de outros inibidores, o que sera feito nos préximos anos. Além disto, estes cristais

permitiram ter uma experiéncia inicial em cristalografia de proteinas.

Na tentativa de contornar os problemas inerentes a cristalizacdo de um inibidor
incompetitivo, testaram-se diferentes complexos ndo reativos, ndo tendo nenhum resultado
favoravel. Outra estratégia foi fazer um mutante (D200N) que diminuiu a atividade da enzima em
30 vezes para facilitar a cristalizacdo do complexo. Porém, observou-se uma diminuicdo na
inibicdo pelos esteroides, apontando que o aspartato 200 além de ser importante para a atividade
da enzima, também é importante para a inibicdo destes compostos. Esta é a primeira evidéncia de
algum residuo que influencia na inibicdo da G6PD por esteroides e que deverd ser explorada
futuramente, com o uso de técnicas computacionais e avaliagdo de outros mutantes no entorno

do residuo.

Concomitantemente, foram propostas mutagdes na interface do tetramero para obtengao
de enzimas que so apresentassem um estado oligomérico, com o objetivo de melhorar a resolucdo
dos cristais ja obtidos ou obter outras condi¢gGes de cristalizagdo, além de obter mutantes que
permitirdo o estudo mais aprofundado da influéncia do estado oligomérico para a atividade da
enzima. N3o se obtiveram os mutantes para a enzima selvagem, somente para a construgao ja
contendo a mutagdo D200N, tendo duplo mutantes. A muta¢do E347A se mostrou capaz de
favorecer fortemente o equilibrio para o dimero, mostrando que o glutamato 347 é uma peca
chave para formacao do tetramero. Conseguiu-se também novas condi¢des iniciais de cristalizagdo
para esta construcdo (HsAG6PD D200N E347A), que poderdo facilitar a cristalizagdo da enzima
com os esteroides ou com outros inibidores. Obteve-se também com a mutagdo A277C a criagdo
de pontes dissulfetos que estabilizam a forma tetramérica da enzima. Para esta construgdo
(HsAG6PD D200ON A277C), obteve-se uma estrutura contendo G6P e NADPH no sitio ativo,
indicando a formacdo do complexo ternario necessario a ligacdo dos esteroides. Nenhuma

densidade para estes foi vista, mas outros cristais deverdo ser coletados, além de outras formas de
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preparo de amostra deverao ser feitas, podendo talvez conseguir o complexo quaterndrio. Estas
mutacGes mostraram os residuos que quando alterados, conseguem alterar o equilibrio entre
dimero/tetrdmero da enzima. Assim, uma vez conseguidas estas muta¢des na enzima selvagem,

estudos da influéncia do estado oligomérico na atividade da enzima poderao ser feitos.
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Uso exclusivo da CIBio:

~ Nimero de projeto / processo:

Formulario de encaminhamento de projetos de pesquisa para analise pela CIBio - Comissio
Interna de Biosseguran¢a da ABTLuS — Associa¢iio Brasileira de Tecnologia de Luz Sincrotron

Titulo do projeto: Formulagdo de um complexo estavel entre a enzima glicose-6-fosfato
desidrogenase de Tripanosoma cruzi ¢ o inibidor esterdide dehidroepiandrosterona.
Pesquisador responsavel: Artur Torres Cordeiro
Experimentador: Américo Tavares Ranzani
Nivel do treinamento do experimentador: [ J-Iniciagdo cientifica, [X]-mestrado, [ J-doutorado,
| J-doutorado direto, [ ]-pés-doutorado, [ J-nivel técnico, [ J-outro, especifique:

Resumo do projeto: Tripanossomiases e leishmaniose sdo enfermidades associadas a
infecgdo por protozoarios dos géneros Trypanosoma e Leishmania, respectivamente. Estas
doengas sdo normalmente tratadas com drogas de alta toxicidade e baixa eficiéncia. A pesquisa
de novos compostos que atuem de maneira especifica contra alvos metabdlicos pré-
estabelecidos, pode levar ao desenvolvimento de farmacos mais eficientes no tratamento destas
enfermidades. A enzima glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PDH) ¢ um alvo metabdlico
validado experimentalmente em 7. hrucei. A G6PDH catalisa o primeiro passo da via de sintese
de pentoses que supre a célula com ribose-5-fosfato para sintese de bases nitrogenadas e
NADPH para biosintese de lipideos, colesterol e neutralizagdo de espécies reativas de oxigénio.
O esteroide dehidroepiandrosterona (DHEA) foi recentemente caracterizado como um potente
inibidor incompetitivo (Ki = 1.7 uM) da G6PDH de 7. brucei. O DHEA também apresentou
efeito citotdxico a forma sanguinea de 7. brucei em baixas concentragdes (1.Dsg = 43.8 uM). Em
conjunto estes resultados sugerem que esterdides andlogos do DHEA devam ser explorados
como uma nova classe de farmacos anti parasitarios. O atual projeto pretende estudar uma
forma de otimizar o processo de cristalizagdo da enzima com o inibidor, permitindo localizar o
sitio de ligagdo deste. Informagdes derivadas deste estudo auxiliario o desenvolvimento de
esteroides inibidores da G6PDH, inertes ao metabolismo de mamiferos ¢ eficientes no
tratamento de doengas infecciosas.

A CIBio analisou este projeto em reunido realizada no dia: 44 . ﬂ ~ { L
Parecer final: [X]-projeto aprovado, [ |-projeto recusado, [ }-projeto com deficiéncias, favor
comentarios anexo.
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