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RESUMO

COSTA, W.L. Clonagem e Expressao Heter6loga, Modelagem e Interacles
Intermoleculares da Enolpiruvilchiquimato 3-Fosfato Sintase de Paracoccidioides
brasiliensis. 2017. Dissertacdo apresentada ao programa de Pds-graduacdo em Genética e Biologia
Molecular, Instituto de Ciéncias Bioldgicas - ICB, Universidade Federal de Goias, Goiania, 2017.1

Paracoccidioides spp. sao fungos termodimorficos que ao serem inalados pelo ser
humano, esses conidios encontram um ambiente propicio, mudando para a fase de
levedura e tornando-se patogénico causando a paracoccidioidomicose (PCM), umas
das micoses sistémicas de maior prevaléncia no Brasil. Alguns antifingicos séo
empregados no tratamento da PCM. O tratamento depende do avanco da doenca e
da capacidade de tolerancia do paciente a cada medicamento, mas o seu tratamento
pode ser por longos periodos e causando diversos efeitos colaterais no paciente. A
via do chiquimato é coordenada pela acdo de 7 enzimas que realizam passos
consecutivos para transformar a eritrose-4-fosfato e fosfoenol piruvato (PEP) em
corismato. Em micro-organismos, esta via estd envolvida com a producdo dos
aminoéacidos fenilalanina, tirosina e triptofano; estes aminoacidos sdo essenciais a
manutencdo desses organismos. Neste trabalho foi realizado a clonagem em vetor
PGEXA4T3 e expressdo heterologa da EPSP-sintase de Pb18 pertencente a via do
chiguimato. Essa proteina foi expressa em linhagem E. coli (DE3) e purificada. Os
anticorpos foram produzidos para andlise da expressdo da proteina em Western
blot. A modelagem da EPSP-sintase foi realizada visando identificar os aminoacidos
envolvidos no sitio ativo. O ensaio de pull down-GST com proteinas solUveis de
Pb18 possibilitou a identificacdo de 40 proteinas que interagem com EPSP-sintase.
Essas proteinas pertencem a diferentes categorias funcionais, as quais estdo
envolvidas com a disponibilidade de fosfoenol piruvato, substrato necessario para o
funcionamento da via do chiquimato.

Palavras  chaves: Expressdo  heterdloga, EPSP-sintase, modelagem,
Paracoccidioides brasiliensis, pull down-GST, via do chiquimato.

10rientadora: Prof.2 Dr.2 Maristela Pereira — UFG



ABSTRACT

Paracoccidioides spp. are thermodymorphic fungi that when inhaled by humans,
these conidia find a favorable environment, changing to the yeast phase and
becoming pathogenic causing paracoccidioidomycosis (PCM), one of the most
prevalent systemic mycoses in Brazil. Some antifungals are used in the treatment of
PCM. Treatment depends on the patient's progression and tolerability of each drug,
but their treatment may be for long periods and cause various side effects in the
patient. The chiquimate pathway is coordinated by 7 enzymes that perform
consecutive steps to convert erythrose-4-phosphate and phosphoenol pyruvate
(PEP) into chorismate. In microorganisms, this pathway is involved in the production
of the amino acids phenylalanine, tyrosine and tryptophan; These amino acids are
essential to the maintenance of these organisms. In this work, pGEX4T3 vector
cloning and heterologous expression of Pbl8 EPSP synthase belonging to the
chiguimate pathway were performed. This protein was expressed in E. coli (DE3)
strain and purified. Antibodies were produced for expression analysis of the protein in
Western blot. The modeling of EPSP synthase was performed aiming to identify the
amino acids involved in the active site. The pull down-GST assay with soluble Pb18
proteins allowed the identification of 40 proteins that interact with EPSP synthase.
These proteins belong to different functional categories, which are involved with the
availability of phosphoenol pyruvate, the substrate necessary for the functioning of
the chiquimate pathway.

Keywords: Heterologus expression, EPSP-synthase, modeling, Paracoccidioides
brasiliensis, pull down-GST, shikimate pathway.

10



LISTA DE ILUSTRACOES

Figura 1. Via metabdlica do chiquimato. 22
Figura 2. Reagédo da enzima DAHP-sintase da via chiquimato. 23
Figura 3. Reacao da enzima DHQ-sintase da via chiquimato. 24
Figura 4. Reacao da enzima DHQ-deidratase da via chiquimato. 25
Figura 5. Reagéo da enzima chiquimato deidrogenase da via chiquimato. 26
Figura 6. Reagéo da enzima chiguimato quinase da via chiguimato 27
Figura 7. Reacédo da enzima EPSP-sintase da via chiquimato 28
Figura 8. Reacdo da enzima Corismato sintase da via chiquimato. 29
Figura 9. Mapa de clonagem do pGEX-4T3-EPSP. 38
Figura 10. Sequéncia de nucleotideos e aminoacidos da EPSP-sintase de Pb18 47

Figura 11. Estrutura 3D do modelo da EPSP-sintase de Pb18. 51

Figura 12. Posicionamento 3D do substrato chiquimato-3-fosfato e inibidor glifosato
no sitio ativo do modelo de EPSP-sintase de Pb18. 53

Figura 13. Padronizacdo da PCR utilizando diferentes temperaturas e 0s seus
respectivos controles negativos. 54

Figura 14. Gel de agarose 1% para confirmacao da transformacao. 55
Figura 15. Gel SDS-PAGE apresentando a inducéo da EPSP-sintase de Pb18. 56
Figura 16. Gel SDS-PAGE apresentando a eluicdo da EPSP-sintase de Pbl18 da
resina de sefarose 4B. 56

Figura 17. Western blot com a EPSP-sintase recombinante. 58

Figura 18. Gel SDS-PAGE contendo proteinas de Pb18 que interagiram com EPSP-

sintase por pull down. 59

Figura 19. Gréfico com a quantidade de proteinas que formaram complexo com a

EPSP-sintase de acordo com a classificacao funcional (MIPS). 60

Figura 20. Representacdo esquematica dos processos metabdlicos contendo

proteinas que interagiram com EPSP-sintase e CS. 70

11



LISTA DE TABELAS

Tabela 1. Pardmetros estatisticos obtidos antes e apds a otimizacéo estrutural do
modelo de EPSP-sintase de Pb18. 50

Tabela 2. Classificacao funcional da proteinas que interagiram com EPSP-sintase
no ensaio de pull down. 60

12



LISTA DE SIGLAS E ABREVIATURAS

ADP — adenosina difosfato

ATP — adenosina trifosfato

AmpR — Marca de sele¢do por resisténcia a ampicilina

Arom — proteina pentafuncional da via do chiguimato

BCIP — 5-bromo-4-cloro-3-indolylphosphate

BL21 (DE3) - linhagem de Escherichia coli

Blast — Base local alignment search tool

cDNA — DNA complementar

CS — Corismato sintase

C-terminal — carboxi-terminal

EPSP-sintase — Enolpiruvilchiquimato 3-fosfato sintase

GST - glutationa-S-transferase

IPTG - isopropil B-D-1-tiogalactopiranosideo

KOH - hidréxido de potassio

LC-MS - cromatografia liquida associada a espectrometria de massa
MS — espectrometria de massa

NAD+ - dinucleétido de nicotinamida e adenina reduzido

NADP+ — fosfato de dinucle6tido de nicotinamida e adenina reduzido
NADPH - fosfato de dinucleétido de nicotinamida e adenina oxidado
Notl - enzima de restricdo proveniente de Nocardia otitidis

NCBI - National Center for Biotechnology Information

N-terminal — amino-terminal

Operon lac — operon ativo na presenca de lactose

Pb18 — Paracoccidioides brasiliensis 18

13



pb — pares de bases

PCM — paracoccidioidomicose

PCR - reacao em cadeia da polimerase

pPpGEX-4T3 — vetor de clonagem comercial

SDS-PAGE - sodio dodecil sulfato — eletroforese em gel de poliacrilamina

Tris — tris-hidroximetil-aminometano

14



SUMARIO

Dedicatoria 06
Agradecimentos 07
Epigrafe 08
Resumo 09
Abstract 10
Lista de Figuras 11
Lista de Tabelas 12
Lista de Siglas e Abreviaturas 13
1.Introducéo 18
1.1Paracoccidioides spp 19
1.1.1Paracoccidioidomicose 19
1.1.2.Tratamento da Paracoccidioidomicose 20
1.2 Via do chiquimato 21
1.2.1 Deoxi-arabino-heptulosonato-7-fosfato sintase (DAHP-
sintase) 23
1.2.2 Deidroquinato sintase (DHQ-sintase) 24
1.2.3 Deidroquinato deidratase (DHQ-deidratase) 25
1.2.4 Chiquimato deidrogenase (SKD) 26
1.2.5 Chiquimato quinase (SK) 27
1.2.6 Enolpiruvilchiquimato 3-fosfato sintase (EPSP-sintase) 28
1.2.7. Corismato sintase (CS) 29
1.3 Interacéo proteina-proteina (IPP) 30
2 Justificativa 33
3 Objetivo 34
3.1 Objetivos especificos 34
4 Materiais e Métodos 34
4.1 Caracterizagao in silico da EPSP-sintase 34
4.1.1 Predicéo da estrutura 3D da EPSP-sintase 35
4.2 Clonagem e Transformacéo 36
4.2.1 Extracdo de RNA total e obtencédo do cDNA 36

15



4.2.2 Construcéo dos oligonucleotideos e amplificacdo da regido

codificadora para EPSP-sintase 37
4.2.3 Digestéo do Vetor pGEX-4T3 38
4.2.4 Reacao de ligacdo da EPSP-sintase ao vetor pPGEX-4T3 39
4.2.5 Transformacéao por choque térmico em E. Coli (DE3) 39
4.3 Expressao heterologa em E. Coli (DE3) 40
4.4 Purificacdo da proteina recombinante 41
4.5 Producao de anticorpos policlonais 42
4.6 Analise dos anticorpos através da técnica Western blot 42
4.7 Extracdo de proteinas de fungo P. brasiliensis 43
4.8 Analise das interacfes da EPSP-sintase 43

4.9 Digestdo com tripsina e andlise por escpectometria de massa LC-MS__ 44

4.10 Classificacdo funcional das proteinas envolvidas na interacdo com

EPSP-sintase 45
5 Resultados e discussdes 46
5.1 Andlise in silico 46
5.2 Predicdo da estrutura 3D da EPSP-sintase de Pb18 48
5.3 Amplificacdo do cDNA da EPSP-sintase 54
5.4 Expresséao heterdloga e purificacdo da EPSP-sintase de Pb18 55
5.5 Western blot para identificacdo da EPSP-sintase 58
5.6 Interacdes entre EPSP-sintase e proteinas de Pb18 58
5.6.1 Metabolismo de aminoacido 63

5.6.2 Metabolismo de carbono e carboidratos 64

5.6.3 Metabolismo de lipideos e acidos graxos 65

5.6.4 Metabolismo dos nucleotideos e ciclo célula_ 65

5.6.5 Proteinas ribossomais 66

5.6.6 Dobramento, estabilizacdo de proteinas e degradacéo de

proteinas e peptideos 66

5.7 Viséao geral das interacOes proteicas da EPSP-sintase e corismato

sintase 68
6 Consideracoes finais 71
7 Perspectivas Futuras 71

16



Referéncias

72

17



1. Introducéao

1.1. Paracoccidioides spp.

O género Paracoccidioides era representado por uma Unica espécie,
Paracoccidioides brasiliensis. Estudos que utilizaram a analise de sequéncia
nuncleotidica de 8 loci permitiram a identificacdo de trés espécies filogeneticamente
diferentes, PS2, PS3 e S1. Essas espécies possuem distribuicbes geograficas
distintas, sendo que no Brasil e Venezuela ocorre a PS2, PS3 ocorre apenas na
Colbmbia enquanto que S1 possui uma maior distribuicdo abrangendo, Brasil,
Argentina, Peru e Venezuela (MATUTE et al., 2006). Posteriormente, devido a alta
diversidade, a espécie S1 foi divida em dois clados, Sla e S1b (MUNHOZ et al.,
2016). Posteriormente, uma nova espécie, antes denominada PbO1-like, foi
identificada atravées de ferramentas moleculares e atualmente é intitulada
Paracoccidioides lutzii (TEIXEIRA et al., 2009).

Paracoccidioides spp. sdo fungos termodimorficos, podendo ser encontrados
tanto na forma de micélio como de levedura. A transicdo de micélio para levedura é
importante para a viruléncia do fungo no hospedeiro (GOLDMAN et al, 2003). No
meio ambiente sdo encontrados na forma de micélio, tendo como nicho ecoldgico o
solo e habitos saprébios, produzindo conidios que podem ficar no solo ou serem
levados pelo vento (BOYCE & ANDRIANOPOULOS, 2015). Ao serem inalados pelo
ser humano, esses conidios encontram um ambiente propicio, com a temperatura
adequada de 36°C, mudando para a fase de levedura e tornando-se patogénico
(ARAUJO & SOUZA, 2002; FRANCO, 1986). Paracoccidioide spp. ja foram
encontrados em animais como cachorros, tatus, gatos, ongas, primatas e em fezes
de morcegos e pinguins (FRANCO, 1986; MARQUES, 2013).

Paracoccidioides spp. causam a paracoccidioidomicose (PCM), umas das
micoses sistémicas de maior prevaléncia no Brasil. A sua ocorréncia vai desde do
México até a Argentina. A maior prevaléncia ocorre entre individuos que trabalham

diretamente com a agricultura, por estarem em constante contato com a terra,



possibilitando a infeccdo pelos conidios. A regido sudeste apresenta as maiores
incidéncias de casos de PCM (MAGALHAES et al., 2014).

A incidéncia anual desta doenca no Brasil € de 40-30 individuos por milhdes
de habitantes, e a sua taxa de morte € de 1,4 casos por milhdes de habitantes por
ano. O registro da doenca ndo é compulsoério, o que dificulta a obtencdo de um
levantamento exato sobre a epidemiologia da PCM. Além disso, ela pode ser
confundida com outras doencas, 0 que sugere a existéncia de um nimero maior de
individuos infectados (SHIKANAI-YASUDA et al., 2006).

1.1.1. Paracoccidioidomicose

A PCM pode se manifestar com lesdes cutaneas na pele e oral. O fungo pode
se espalhar de forma sistémica pelo corpo humano, afetando outros 6rgdos como 0s
ndédulos linfaticos e até atingir o sistema nervoso do hospedeiro (MARQUES et al.,
2007). A PCM pode ser classificada em duas formas, a aguda e a crénica. Na forma
aguda, os individuos mais afetados sao criancas. Essa € a forma mais grave da
doenca, desenvolve-se rapidamente, sendo as vezes letal. A forma crénica atinge
principalmente adultos, a maioria do sexo masculino (SHIKANAI-YASUDA et al.,
2006).

A forma aguda e subaguda se caracteriza por lesdes na pele, aumento do
figado e comprometimento dos nddulos linfaticos. Isso se deve a uma alta resposta
dos linfocitos B e diminuicdo das células CD4. Nesta forma, a doenca tem
distribuicdo uniforme entre ambos os sexos. Esses pacientes tém uma evolugéao
rapida da doenca, e os individuos geralmente buscam ajuda entre 3 a 4 semanas
apos a instalacgdo da doenca no organismo (MARQUES, 2013; BORGES-
WALMSLEY et al., 2002).

A forma crbnica da doenca possui o diagnostico dificultado, pois alguns
sintomas podem ser atribuidos ao habito de fumar ou ao alcoolismo, e estes séo
cofatores para o desenvolvimento mais rapido da doenca se comparado com
individuos que néo possuem esses habitos (SANTOS et al., 2003). Nesta forma, o
individuo apresenta uma resposta imunitaria do tipo 1, produzindo citocinas, que
ativardo tanto CD4 quanto CD8 que reprimirdo o desenvolvimento do fungo.
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Entretanto, alguns fungos podem sobreviver a essa condi¢do levando os individuo a
desenvolverem a PCM mais tardiamente (CHIARELLA et al., 2007).

Individuos usuarios de fumo e alcool possuem um maior risco de infeccdo
pela PCM. A doenca também ja foi registrada em individuos portadores de HIV;
nesse grupo o risco da doenca é bem maior, jA que estdo com o sistema
imunologico comprometido (SANTOS et al., 2003; BELLISSIMO-RODRIGUES et al.,
2010).

1.1.2. Quimioterapia da paracoccidioidomicose

Alguns antifungicos sdo empregados no tratamento da PCM. A escolha do
medicamento e a sua dosagem depende do avanco da doenca e da capacidade de
tolerancia do paciente a cada medicamento (AMBROSIO et al., 2014).

O sulfametaxol/Trimetoprima deve ser administrado nas concentragdes de
160-800 mg de 12/12 h, podendo chegar até 3 comprimidos por dia, nos primeiros
21 dias de inicio do tratamento. Posteriormente, as doses sao reduzidas
gradativamente. O tratamento pode perdurar por 2 a 3 anos (AMBROSIO et al.,
2014). Essa terapia apresenta diversos efeitos colaterais aos pacientes, como
reacOes alérgicas, necroses, vOmitos, nduseas e alteracdo na hematopoiética. Esse
medicamento ocasiona um efeito colateral relativamente leve, com ocorréncia em
apenas 8% dos pacientes. Em adicdo, possui um baixo custo para a sua aplicacao
no sistema publico de saude. Porém, este longo periodo de tratamento a que é
submetido o paciente, pode levar ao abandono do tratamento no tempo indevido e
ocorrer a reincidéncia (SHIKANAI-YASUDA et al., 2006).

O itraconazol deve ser aplicado na dose de 200 mg por dia, sendo que ha
disponivel no mercado apenas capsulas de 100 mg. O tratamento com itraconazol
deve ser de 6 a 18 meses, podendo causar alguns disturbios digestivos como,
nauseas e vomitos. Esse medicamento apresenta uma melhor resposta para o
tratamento das formas leve e moderada, porém ndo € um medicamento disponivel
na rede publica de saude (SHIKANAI-YASUDA et al., 2006).

O cetoconazol pode ser empregado no caso da infeccdo sistémica, com a

dose diaria de 400 mg, durante o periodo de 6 a 18 meses. Pacientes que foram
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submetidos ao tratamento, mas que nao tiveram uma correta adeséo, e que por
diversos motivos abandonaram e tiveram uma recidiva, podem ser submetidos a um
novo tratamento. Dessa forma, as doses diarias podem chegar de 600 até 800 mg
por dia, durante um periodo indeterminado (AMBROSIO et al., 2014). O cetoconazol
apresenta como efeitos colaterais, problemas hepaticos, anorexia e diminuicdo da
libido sexual, rachaduras na pele e deve ser evitado no tratamento de mulheres
gravidas devido a sua acao teratogénica (AMBROSIO et al., 2014).

A anfotericina B deve ser usada apenas em caso da forma sistémica; sua
dose vai de 0,25 até 1 mg/kg/dia. Apés uma melhora do paciente, o medicamento
deve ser substituido por outro. A cura pode ser alcancada em 1 até 3 anos
(SHIKANAI-YASUDA et al., 2006; AMBROSIO et al., 2014). Esse medicamento s6 é
aplicado em casos mais graves da PCM, pois apresenta efeitos colaterais mais
graves, como, anemia, calafrios, alteracdo na concentracdo de potassio celular e
nefrotoxicidade (SHIKANAI-YASUDA et al., 2006).

1.2. Viado chiguimato

A via do chiquimato € coordenada pela acdo de 7 enzimas que realizam
passos consecutivos para transformar a eritrose-4-fosfato e fosfoenol piruvato (PEP)
em corismato (Figura 1). O corismato é utilizado como percussor de diversos
compostos aromaticos. Em micro-organismos, esta via esta envolvida com a
producdo dos aminoécidos fenilalanina, tirosina e triptofano; estes aminoacidos séo
essenciais a manutencdo desses organismos. Em plantas, o corismato pode ser
utilizado em diversas vias metabdlicas para a producdo de compostos alcaloides
(HERRMANN & WEAVER 1999).

Esta via esta presente em bactérias, fungos, protozodarios e plantas, porém se
encontra ausente em mamiferos, tornando-se um alvo molecular de interesse para
investigacdo de novos farmacos. Apesar desta via estar presente em todos estes
organismos, sua organizacao é diferente em cada grupo. Em procariotos, cada um
dos passos é executado por uma enzima que € codificada por um gene diferente,
enquanto que em fungos e protozoarios, o primeiro e o Ultimo passo séo realizados

por enzimas independentes, e 0s passos de 2 a 6 sdo executados por uma proteina
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pentafuncional, denominada proteina AROM

REINHARD, 2009).
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Figura 1. Via metabdlica do chiquimato. Os percussores eritrose4-fosfato e fosfoenolpiruvato sédo
convertidos no produto final corismato (Figura retirada e adaptada de GIENTKA & DUSZKIEWICZ-

REINHARD, 2009).

Em plantas, os passos 2 e 3 sdo realizados por uma proteina bifuncional, que

semelhante a pentafuncional, apresenta dominios correspondentes as das enzimas

de procariotos. Acredita-se que as diversas mutacdes encontradas em genes da via

do chiguimato de eucariotos poderiam explicar a agregacéo polipeptidica formando

uma proteina pentafuncional (RICHARDS et al., 2006). Em plantas, muitas dessas
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enzimas apresentam sinais de transporte para os plastidios indicando que essa via
pode ocorrer nos cloroplastos. Isso tem sido utilizado como sustentagédo para a
hipétese de que o0s genes que controlam a via do chiquimato sugerem uma
ancestralidade com um progenitor dos plastidios (RICHARDS et al., 2006).

O corismato, o produto final da via do chiquimato, pode seguir 4 diferentes
vias metabdlicas que utilizardo o corismato como percursor de seus produtos. A
corismato mutase utiliza o corismato na biossintese da fenilamina e da tirosina
(LIGHT et al., 2012); a antranilato sintase transforma o corismato em L-glutamina na
via de biossintese do triptofano; a corismato liase usa o0 corismato na via de
biossintese da ubiquinona, e a aminodeoxicorismato sintase utiliza-o na via
biosintética do folato (LIGHT et al., 2012).

1.2.1. Deoxi-arabino-heptulosonato-7-fosfato sintase (DAHP-sintase)

P, H COOH
\ K
o cHS OH
OH

Eritrose 4-fosfato 3-deoxi-D-arabino-
heptulosanato

@—0"%0112

Fosfoenol piruvato

Figura 2. Reacdo da enzima DAHP-sintase da via chiquimato (Figura retirada e adaptada de
HERRMANN & WEAVER 1999).

DAHP-sintase (E.C.2.5.1.54) é a primeira enzima da via do chiquimato sendo
responsavel pela catalise do fosfoenolpiruvato, proveniente da glicélise, e da
eritrose-4-fosfato, proveniente da via das pentoses fosfato, dando origem ao acido 3-
deoxi-D-arabino-heptolosénico-PO, (Figura 2). Esta reacdo resulta na liberacédo de
uma molécula de agua e um fosfato inorganico (TZIN & GALILI, 2010).

Escherichia coli e Saccharomyces cerevisiae possuem trés e duas
isoenzimas, respectivamente. Cada uma delas é sensivel a um tipo de aminoécido e
estes afetam a inibicdo da producéo de DAHP-sintase tanto em E. coli quanto em S.
cerevisie. A enzima pode sofrer regulacdo tanto a nivel transcricional quanto

proteico. Aminoacidos como o triptofano e fenilamina, quando presentes em grandes
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quantidades, mantém a expressao da DAHP-sintase em niveis basais (DELEO &
SPRINSON, 1975; HELMSTAEDT et al., 2005).

O herbicida glifosato ndo tem nenhuma atividade direta na enzima DAHP-
sintase; ele age como um inibidor na enzima EPSP-sintase, evitando que o substrato
chiguimato seja convertido em corismato. Experimentos com células de Galium
mollugo e Aerobacter aerogenes demostraram que em altas doses de glifosato
diminuem a atividade de DAHP-sintase, porém em doses baixas ha um aumento na
producdo dessa enzima, ocasionando assim, um aumento no fluxo de carbono
(AMRHEIN & STEINRUCKEN, 1980).

Testes com DNA anti sentido em células de batatas apresentaram uma
reducdo da producdo da DAHP-sintase, ocasionando assim, a reducéo do caule, do
comprimento da haste e da lignificacdo do tronco, mostrando que esta enzima é

importante para o bom desenvolvimento da planta (JONES et al., 1995).

1.2.2. Deidroquinato sintase (DHQ-sintase)

H COOH p H COOH
o i
cH’ OH 7 OH
OH_ __ OH

3-Deoxi D-arabino-heptulosanato 3-Deidroquinato

Figura 3. Reacdo da enzima DHQ-sintase da via chiquimato (Figura retirada e adaptada de
HERRMANN & WEAVER 1999).

DHQ-sintase (E.C.4.2.3.4) catalisa 0 segundo passo da via do chiguimato,
convertendo o 3-deoxi-D-arabino-heptolosénico-PO, em 3-deidroquinato (Figura 3).
Esta reacdo é realizada pela ativacéo e liberacdo do fosfato inorganico e requer para
sua atividade a presenca de NAD, bem como de metais divalentes como o Zn Il e Co
I (HERRMANN, 1999). Além da retirada do fosfato inorgéanico, ocorre a oxidacao do

alcool formando um anel aberto e uma condensacédo aldol intramolecular. Todas
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essas reagoes sdo realizadas por um Unico sitio ativo da enzima (GUNEL-OZCAN et
al.,, 1997; HERRMANN, 1999). O gene AROB de Salmonella typhimurium,
codificante para DHQ-sintase, esta envolvido no processo de viruléncia, visto que o
mutante foi menos virulento em camundongos do que cepa normais (GUNEL-
OZCAN et al., 1997).

1.2.3. Deidroquinato deidratase (DHQ-deidratase)

OOH
H COOH
7 OH o” OH
OH OH
3-Deidroquinato 3-Deidrochiquimato

Figura 4. Reacdo da enzima DHQ-deidratase da via chiquimato (Figura retirada e adaptada de
HERRMANN & WEAVER 1999).

O passo 3 é executado pela DHQ-deidratase (E.C.4.2.1.10), a qual converte o
composto deidroquinato em deidroquinatoxiquimato (Figura 4). Esta reacdo ocorre
através da eliminacdo de agua e NADH. Em alguns micro-organismos, como 0S
fungos, existem duas isoenzimas que usam 0 mesmo substrato e convertem no
mesmo produto, porém, elas atuam em vias diferentes (HERRMANN, 1999).

A DHQ-deidratase do tipo I, esta envolvida na via biosintética dos compostos
guinato que sao produzidos a partir do corismato, o produto da via chiquimato. O tipo
| € um monémero com massa molecular de 27 kDa e catalisa a reacao de liberacéo
da agua na forma cis usando um sitio ativo de lisina (LIGHT et al., 2011).

A DHQ-deidratase do tipo Il, participa tanto da via biosintética quanto da

catabolica, ou seja, atuara tanto na via do chiquimato quanto na via de degradacgéo
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do quinato. Ela se apresenta ativa na forma de dodecéamero, possui massa
molecular entre 16-18 kDa, e catalisa a reacdo de liberagdo da agua através da agéo
trans sem utilizar o sitio ativo de lisina, o qual que é utilizado pela enzima do Tipo |
(HARRIS et al., 1993).

As duas enzimas séo codificadas por genes diferentes. No caso da via
catabdlica do quinato, o gene que codifica para DHQ-deidratase tipo | esti
localizado no cluster génico da via quinato, enquanto o do DHQ-deidratase tipo Il
estd localizado no complexo AROM (HAWKINS, 1988). Apesar dessas duas
enzimas apresentarem caracteristicas diferentes, tanto na sequéncia de
aminoacidos, quanto em suas propriedades fisico-quimicas, elas catalisam as
mesmas reacdes. Estudos mostraram gue essas duas enzimas sao provenientes da
evolucao convergente (HAWKINS, 1987).

1.2.4. Chiguimato deidrogenase (SKD)

OOH COOH

o” OH 3 HO OH

OH OH

J-Deidrochiquimato Chiquimato

Figura 5. Reacdo da enzima chiquimato deidrogenase da via chiquimato (Figura retirada e
adaptada de HERRMANN & WEAVER 1999).

O quarto passo da via do chiquimato é realizado pela enzima SKD (E.C.

1.1.1.25) que tem como funcédo a reducéo do 3-deidroquinato em chiquimato (Figura
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5). Esta reacdo € dependente de NADP (LEE, 2011). Em bactérias, SKD apresenta
duas formas, uma que € exclusiva no uso da via do chiquimato e outra que pode
atuar tanto nessa via quanto utilizar os substratos da mesma (HAN et al. 2006).

SKD possui massa molecular em torno de 27 kDa podendo ser encontrada
tanto na forma monomérica quanto dimeérica. A regido N-terminal possui o sitio de
ligacdo do substrato e a regido C-terminal possui o sitio de ativacdo do NADP (GAN
et al., 2007). Outra forma da enzima também foi observada em outros organismos,
sendo denominada de fechada, pois seus sitios de interacbes com o substrato se
encontram mais no interior da enzima.

Estudos realizados com Amycolatopsis mediterranei mostraram que SKD esta
envolvida na formacdo do antibiético rifamicina B. Testes com mutantes para SKD
de E. coli demonstraram a necessidade da presenca de aminoacidos para o
desenvolvimento das bactérias (YU et al., 2001; PITTARD; WALLACE, 1966).

1.2.5. Chiguimato quinase (SK)

OOH OOH
ATP
HO OH —L-> ®— OH
OH OH
Chiquimato Chiquimato 3-fosfato

Figura 6. Reacdo da enzima chiquimato quinase da via chiquimato (Figura retirada e adaptada de
HERRMANN & WEAVER 1999).

A SK (E.C. 2.7.1.71) é responsavel pela fosforilacdo do composto chiquimato
em chiguimato 3-fosfato, utilizando o ATP como ativador (Figura 6). Existem dois
tipos desta enzima, o tipo | e o tipo Il, os quais apresentam massa molecular de 19,5
kDa e in vitro apresentam as mesmas atividades (HERRMANN, 1999). A estrutura

da SK consiste na composi¢cdo de 3 dominios, o P-loop que forma um sitio de
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ligacdo para o fosfato, os residuos de lisinas e aspartatos que sédo essenciais para a
ligacdo do ATP, e os residuos de treonina e glutamato que formam o sitio de
reconhecimento do chiquimato (ROSADO et al., 2013).

Em plantas, a SK possui duas isoformas, denominadas de SKL1 e SKL2, que
surgiram através de duplicagdo do gene SK. SKL2 tem atividade na via do
chiquimato, enquanto que SKL1 ndo possui essa atividade; ela estd envolvida
possivelmente no processo de biogéneses de cloroplastos atuando em reacdes de
fosforilacdo para a estabilidade proteica em plastidio (FUCILE et al., 2008). Em
bactérias, a SK também possui duas isoenzimas, sendo uma codificada pelo gene
AROK, do tipo I, e a outra pelo gene AROL, do tipo Il (CHENG et al., 2005).

1.2.6. Enolpiruvilchiquimato 3-fosfato sintase (EPSP-sintase)

Fosfoenol piruvato

fOOH
c( C\CH CH2
o— o COOH

Chiquimato 3-fosfato 5-enolpiruvilchiquimato 3-fosfato

Figura 7. Reacdo da enzima EPSP-sintase da via chiquimato (Figura retirada e adaptada de
HERRMANN & WEAVER 1999).

O sexto passo da via consiste na condensac¢do de chiquimato 3-fosfato e
fosfoenolpiruvato que ser&o convertidos em 5-enolpiruvilchiquimato 3-fosfato (Figura
7); nessa reacdo ocorre a liberacdo de fosfato inorganico proveniente do
fosfoenolpiruvato. Essa reacao é catalisada pela EPSP-sintase (E.C. 2.5.1.19), uma
enzima monomérica com massa molecular de 48 kDa em plantas (HERRMANN,
1999). EPSP-sintase é destacada por possuir um inibidor comercial j& bem descrito
e amplamente utilizado como herbicida, o glifosato, que é o principio ativo de uns
dos herbicidas mais utilizados comercialmente, o Roundup (SCHONBRUNN et al.,

2001). Atraves da acdo do glifosato foi possivel distinguir dois tipos de EPSP-
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sintase. A classe I, que é sensivel ao glifosato em pequenas doses, e a classe I,
gue se apresenta tolerante a elevadas doses do glifosato (DILL et al., 2008). O
glifosato ndo age diretamente na EPSP-sintase, necessitando que o substrato esteja
ligado para formar um complexo ternario e impedir a formacdo do produto final,
competindo com o substrato fosfoenolpiruvil (DILL et al., 2008).

A acédo do glifosato na via do chiquimato e a interferéncia na viabilidade de E.
coli, Salmonella typhimurium e Plasmodium falciparum tém sido demonstradas
(PENG et al., 2012). O glifosato tem sido associado com o surgimento de cancer e
deformacdes cardiacas (DE ROOS et al., 2005). Entretanto, alguns autores sugerem
gue esses estudos néo sao suficientemente analisados para tal conclusao (KIMMEL
et al., 2013).

1.2.7. Corismato sintase (CS)

COOH
jio CH?
© COOH —i) COOH
oH

5-enolpiruvilchiquimato 3-fosfato Corismato

Figura 8. Reacdo da enzima Corismato sintase da via chiquimato (Figura retirada e adaptada de
HERRMANN & WEAVER 1999).

A CS (E.C. 4.2.3.5) converte o 5-enolpiruvilchiquimato 3-fosfato em corismato,
0 qual é o produto final da via do chiquimato (Figura 8). Esta reacdo ocorre através
da trans eliminagéo do grupo fosfato do 5-enolpiruvilchiquimato 3-fosfato e utiliza a
reducdo de flavinas para a sua atividade. O Papel da flavina é doar elétrons para
facilitar a retirada do grupo fosfato para a producédo do corismato. A flavina atua
junto com o substrato para formar um complexo ternario e liberar os elétrons
(MACHEROUX et al., 1998). Em fungos, foi detectada a necessidade de um tipo
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especifico de flavina redutase NADPH dependente, denominada diaforase. Essa
enzima somente é ativa em condi¢cdes anaerdbias, demostrando sua importancia
para a manutencdo do fungo, ja que em condi¢cdes anaerdbias o fungo pode sofrer
privacéo de nutrientes (WHITE et al., 1988; HORSBURGH et al., 1996).

Em plantas, a CS possui sequéncia de direcionamento para os plastidio; CS
somente € ativa quando essa sequéncia esti presente. As estruturas das CS de
plantas diferem das encontradas em bactérias e fungos. Nesses, as CS estdo na
forma de tetramero, enquanto que em plantas estdo na forma dimérica
(HENSTRAND et al., 1995 a, b).

1.3. Interacéo proteina-proteina (IPP)

Os organismos dependem de uma gama de interacdes proteicas para a sua
sobrevivéncia. Essas interacdes trabalham de acordo com uma maquina onde cada
proteina € uma peca fundamental para a homeostase do organismo. Uma alteragcéo
nesses processos pode acarretar em sérias consequéncias para 0 organismo
(BARABASI et al., 2015).

O estudo das interacbes proteicas tem como objetivo determinar a sua rede
de interacdo, uma vez que uma proteina pode se ligar a uma Unica proteina ou a
diversas outras proteinas. Assim, essas interacdes podem ocorrer de diversas
formas, talvez através de um unico sitio de ligacdo ou por interacdo entre 0s seus
residuos expostos, ou seja, apresentando diferentes sitios de ligacéo
(JOHNSON;HUMMER, 2013).

Essas interacdes podem afetar processos celulares como, crescimento, ciclo
celular, transducdo de sinal e até recrutamento de complexos proteicos para
promotores especificos. Os efeitos desse processo de interagdo proteica podem
afetar a enzima de diferentes formas, como por exemplo, propriedade cinética,
mudanca de afinidade pelo substrato, construcdo de novos sitios de ligacdo e
inativacao proteica (PHIZICKY; FIELDS, 1995).
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O conhecimento dessas interacfes € importante para demostrar o0 mapa de
acdo de uma proteina. Com ele é possivel entender melhor o funcionamento de
determinadas vias metabdlicas e a consequéncia de sua alteracéo para o organismo
(KOZAKOV et al., 2011). Dentre essas aplicacbes podemos citar o estudo de
mutacdes nas vias metabdlicas, assim como o reconhecimento de proteinas que sao
essenciais a alguns micro-organismos e utiliza-las como alvos especificos visando o
tratamento causado por estes organismos nos seres humanos (JOHNSON &
HUMMER, 2013).

O estudo de intera¢cBes proteicas deve 0 seu SUCESSO gracas a espectrometria
de massa (MS), que utliza para a identificacdo de proteinas através de
cromatografia por gradiente acoplado a uma espectrometria de ions. Em adicao, o
aumento no numero de proteinas identificadas e anotadas contribuiram ainda mais
para a ampliacdo do conhecimento nessa area (ABU-FARHA et al., 2008). A partir
do méximo de dados colhidos dos peptideos, 0 espectrdbmetro de massas processa
0s peptideos utilizando bancos de dados para verificar tanto sua sequéncia correta
quanto a inversa, afim de eliminar falsos positivos (MORRIS et al., 2014).

O estudo de IPP pode ser classificado em trés classes, in vitro, in vivo e in
silico. A analise in vitro é realizada em ambiente controlado, onde o extrato bruto
proteico é colocado diretamente com a proteina alvo e geralmente € utilizado
cromatografia de afinidade para separar as proteinas que interagiram com a proteina
alvo. No método in vivo é utilizado o DNA recombinante para produzir a proteina de
interesse no organismo desejado, sendo posteriormente separada por SDS-PAGE
ou por cromatografia de afinidade. No método in silico, o estudo das interacdes se
da utilizando programas de simulagbes computacionais (RAO et al., 2014).

As técnicas utilizadas para as interagdes proteicas in vitro sdo diversas; cada
uma tem seu préprio principio na elucidacdo de um determinado aspecto da
interac&o proteica. No caso da purificacédo por afinidade de repeticdo (TAP-MS), sdo
utilizadas duas proteinas, onde a proteina alvo substitui a proteina original no locus
cromossomal e essa estd marcada com um epitopo que serad utilizado na
cromatografia por afinidade. A adicao do epitopo pode gerar alguns problemas com,
por exemplo, afetar a funcdo proteica, porém ela pode dar uma ideia melhor das
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proteinas que interagem ja que sdo executadas diretamente em células de
organismos desejado (CIPAK et al., 2009).

Na técnica de pull down, a proteina de interesse pode ser imobilizada em uma
matriz com afinidade pela proteina alvo ou ser produzida com uma cauda proteica
fusionada, como por exemplo, GST ou Histidina. Essa técnica possui uma maior
sensibilidade podendo detectar interacbes fracas, porém apresenta uma
desvantagem, pois, pode apresentar falso positivo, devido ao uso do de extrato bruto
de proteinas; esse extrato pode conter proteinas que ndo se encontram no mesmo
espaco fisico da proteina alvo (RAO et al., 2014).

Na co-imunoprecipitagdo € utilizado anticorpo especifico de reconhecimento
da proteina de interesse. Esse anticorpo € ligado a uma matriz utilizando a proteina
A, proveniente de bactérias e o lizado proteico do organismo estudado € adicionado
a essa matriz. Apos incubacédo, o material é centrifugado e todas as proteinas que
interagem com a proteina alvo sdo precipitadas (BERGGARD; LINSE; JAMES,
2007).

Outra técnica utiliza in vitro € o micro-arranjos de proteinas, onde a proteina
de interesse sera analisada em pequenos chips. Esse método apresenta uma maior
sensibilidade, especificidade e ainda permite a analise de diferentes proteinas com
um menor nimero de amostras. A aplicacdo desse método compreende trés
categorias: A primeira € a andlise dos niveis de expressdo da proteina, onde
anticorpos especificos para a proteina alvo sdo acoplados aos micros chips nos
quais sao colocadas as amostras. Em seguida, € inserido um segundo anticorpo
denominado repoérter, o qual irh se ligar aos anticorpos primarios quando estes
estiverem ligados a alguma proteina, podendo esta ser quantificada ou identificada.
A segunda auxilia na elucidacdo da funcéo proteica, consistindo na fixacdo da
proteina alvo em laminas de vidro. Esse método pode fornecer informac¢des como,
sitios de ligacao, interacdo entre enzima e substrato e tipos de reacdes bioquimicas.
Na terceira categoria a fase reversa faz basicamente o contrario da primeira
categoria. A amostra é espalhada em uma lamina de vidro depois submetida a uma
solucéao contendo diferentes anticorpos que reconhecerao diferentes tipos de tecido

ou proteinas, tudo em uma Unica amostra (SUTANDY et al., 2014).
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Outro ensaio amplamente utilizado no estudo de interacdes proteicas € o
sistema dois hibridos, o qual consiste na utilizacdo das propriedades da proteina
GAL4 que possui dois dominios, um responsavel pela ligacdo ao DNA e outro pela
ligacdo ao complexo de transcri¢do. E necessaria a construcdo de dois plasmideos
onde um tera a proteina “isca”, e o outro, o dominio de ativacéo da proteina GAL4;
esses vetores sdo introduzidos em leveduras. A interacdo entre essas duas
proteinas resultara na ativacdo de um gene repérter presente no plasmideo; neste
caso € utilizado o gene LacZ. As interagBes proteicas podem ser facilmente
analisadas através da atividade da enzima 3-galactosidade com a adi¢cao do corante
X-gal. Esse método permite um estudo mais abrangente das interacdes proteicas de
uma Unica vez. Entretanto, teria como desvantagem a ocorréncia do processo dentro
do nucleo, entdo detectaria apenas proteinas que tém atividades dentro do nuclear
(RODRIGUEZ-NEGRETE; BEJARANO; CASTILLO, 2014).

2. Justificativa

A PCM é uma doenca endémica na América Latina e a mais importante
micose sistémica no Brasil. A via do chiquimato é importante para a sobrevivéncia
de fungos e é ausente no ser humano, tornando-se assim, um bom candidato a alvo
farmacoldgico no tratamento da PCM e outras micoses. Essa via tem sido estudada
em plantas e bactérias, entretanto, ndo ha relatos de estudos em Paracoccidioides
spp.. Dessa forma, o estudo das interagbes proteicas da EPSP-sintase, uma das
enzimas da via do chiquimato, devera auxiliar no entendimento das funcbes dessa
enzima, bem como na busca de compostos inibidores dessas intera¢gdes visando a

descoberta de novos antifungicos.
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3. Objetivo

Este trabalho teve como objetivo realizar a caracterizacdo e expressao
heter6loga da proteina EPSP-sintase proveniente de P. brasiliensis a fim de
identificar suas interacdes proteicas, bem como obter a sua estrutura 3D que devera

ser utilizada futuramente na triagem virtual de inibidores.

3.1. Objetivos especificos

o Caracterizar a EPSP-sintase através de analises in silico;

o Realizar a modelagem molecular da proteina EPSP-sintase;

o Clonar o gene da EPSP-sintase em vetor pGEX-4T3, produzir a
proteina recombinante em E. coli BL21 pLysS e purifica-la;

o Produzir anticorpos policlonais para a EPSP-sintase em camundongos;

o Identificar as proteinas de P. brasiliensis que interagem com a EPSP-

sintase.

4. Materiais e Métodos

4.1. Caracterizacdo in silico da EPSP-sintase

A andlise in silico foi realizada a partir da sequéncia de aminoacidos da
proteina Arom, correspondente ao sitio catalitico da EPSP-sintase, de Pb18,
proveniente do National Center for Biotechnology Information (NCBI)
(XM_010757716). A composicdo de aminoacidos, massa molecular e ponto
isoelétrico  foram  identificados  utiizado o  web-software  ProtParam

(http://web.expasy.org/protparam/). A identificagdo de dominio, familia, sitios
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funcionais e padrbes associados a proteina foi realizada utilizado o PROSITE
(http://prosite.expasy.org/).

A predicdo de peptideo sinal e seu respectivo sitio de clivagem foi realizada
através do SignalP (http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/). A localizac&o

subcelular foi predita utilizando o TargetP (http://www.cbs.dtu.dk/services/TargetP/).

4.1.1. Predicédo da estrutura 3D da EPSP-sintase

A estrutura 3D da EPSP-sintase foi predita utilizando a estratégia de
modelagem por homologia. A sequéncia de aminoacidos da EPSP-sintase
(PADG_00875) foi extraida da base de dados UniProt (APWEILER et al., 2004) e
submetida ao estudo de modelagem por homologia no servidor automatizado
SWISS-MODEL (BORDOLI et al., 2009; BIASINI et al., 2014). A modelagem
consistiu basicamente de quatro etapas: (i) identificacdo e selecdo de proteinas-
molde disponiveis na base de dados Protein Data Bank (BERMAN et al., 2000), (ii)
alinhamento das sequéncias, (i) construcdo das coordenadas 3D e (iv)
validacéo/selecdo do melhor modelo utilizando parametros de selecéo iniciais como
a estimativa global de qualidade do modelo (GMQE, do inglés, Global Model Quality
Estimation) e funcdo de pontuacdo QMEAN (BENKERT et al., 2009). O GMQE
representa uma estimativa de qualidade que combina propriedades do alinhamento
proteina-molde. J4 a funcdo de pontuacdo QMEAN4 estima a qualidade global do
modelo baseando-se na combinacdo linear de quatro descritores estruturais:
geometria local, dois potenciais de interacdo dependentes de distancia (baseados
em todos os atomos), e potencial de solvatacdo (BENKERT et al., 2009).

Apo6s construgdo do modelo inicial, a estrutura predita foi submetida ao
processo de otimizagdo geométrica e estereoquimica no servidor KoBa"™™ (CHOPRA
et al., 2008; CHOPRA et al.,, 2010; RODRIGUES et al.,2012). O protocolo de
refinamento foi realizado em duas etapas: (i) minimizacdo de energia usando um

potencial de forca média baseado em conhecimento e (ii) corre¢cao estéreo-quimica.
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ApOGs o processo de otimizagdo, o modelo estrutural foi ainda submetido ao
modulo Protein Preparation Wizard, disponivel no pacote de programas MAESTRO
versao 9.3 (Schrodinger, LLC, New York, NY, 2014). Nesta etapa, foi realizada a
correcdo das ordens de ligacéo e adicdo de hidrogénios e definicdo dos estados de
protonacdo em pH 7.0 + 1.0 (para ambos: aminoacidos, substrato e cofator)
utilizando o programa Epik versdo 2.7 (SHELLEY et al., 2007). Ao final deste
processo, a estrutura foi novamente submetida a uma nova minimizacédo de energia
utilizando o campo de forca OPLS-2005 (BANKS et al., 2005).

Com o objetivo de avaliar a qualidade dos angulos phi (¢) e psi (¢) da cadeia
principal (analise de Ramachandran) e dos angulos chi (x) dos rotdmeros de cadeia
lateral, a estrutura 3D da EPSP-sintase foi submetida a uma andlise estatistica de
qualidade utilizando o servidor MolProbity (CHEN et al.,, 2010). Ao final deste
processo, o programa grafico PyMOL versédo 1.3 (Schrodinger, LLC, New York, NY,
2010) foi utilizado para a visualizagdo, analise estrutural e construcdo das imagens.

4.2. Clonagem e Transformacgao

4.2.1. Extracdo de RNA total e obtencdo do cDNA

Leveduras de Pbl8 (ATCC 32069) foram cultivadas em meio Fava-Netto
liquido (FAVA-NETTO, 1955) por 36 h a 36°C, sob agitacdo a 130 rpm . As células
foram centrifugadas a 2.000 g por 15 min e lavadas com PBS 1X. As células foram
submetidas a extracdo com trizol (Invitrogen) (VAN BURIK et al., 1998). As amostras
resuspendidas em agua foram quantificadas em NanoDrop 2000 (Thermo Fisher
Scientific). Para a construcdo do cDNA foi utilizado o kit High-capacity cDNA
Reverse Transcription (Thermo Fisher Scientific). Os reagentes utilizados na reagao
de sintese do cDNA foram: 2 pL de 10x RT buffer, 0,8 pL de 25x dNTp mix, 10 pL de
RT Random primers, 1 uL de Multiscribe Reverse Transcriptase, 4,2 L de agua livre
de nucleasse e 10 pL de RNA (10uM). As condigdes da PCR foram: ciclo 1, 25°C por
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10 min, ciclo 2, 25°C por 120 min, ciclo 3, 85°C por 5 min e 4° ciclo 4°C «. Para
confirmar a obtencdo do cDNA, foi realizada uma PCR com oligonucleotideos para o
gene da tubulina. A reacédo foi realizada com 5 pyL de agua miliQ, 2 pyL de cada
oligonucleotideo senso e antisenso (1 pM), 10 uL de cDNA (10 uM) e 10 pL de green
tag. As condicBes de ciclagem foram: ciclo 1, 94°C por 5 min, ciclo 2, 94°C por 20 s,
ciclo 3, 60°C por 20 s, ciclo 4, 72°C por 20 s, ciclo 5, 72 °C por 5 min e ciclo 6, 4 °C
©, 0 ciclo de 2, 3 e 4 foram repetidos 40 vezes. Em seguida foi realizada a
eletroforese em gel de agarose, a 1% para visualizacdo das bandas. As amostras de

cDNA foram armazenadas em freezer a -80 °C.

4.2.2. Construcdo dos oligonucleotideos e amplificacdo da regido

codificadora para EPSP-sintase

A sequéncia do complexo AROM de Pbl1l8 (NW_011371358; 5061 pb) foi
obtida nos bancos de dados NCBI. O blastx foi realizado visando encontrar a
sequéncia proteica correspondente a penta funcional AROM (numero de acesso
NW_011371358). Assim, foi verificado que a sequéncia proteica possui 1.599
aminoacidos. A regido corresponde ao gene da EPSP-sintase foi selecionada, e
realizado novamente o blastn visando identificar sua sequéncia de nucleotideos.
Assim, verificou-se que a sequéncia da EPSP-sintase possui 1.288 pb (numero de
acesso no NCBI: XM_010757716). Baseado na sequéncia de nucleotideos, o0s
oligonucleotideos foram construidos para amplificacdo da regido especifica do
complexo Arom correspondente a EPSP-sintase.

Os oligonucleotideos senso e anti senso utilizados para amplificacdo da
regido codificadora da ESPS sintase foram desenhados utilizando a plataforma
“Primer design tool for infusion HD Cloning Kit” da Clontech
(http://www.clontech.com/US/Products/Cloning_and_Competent_Cells/Cloning_Reso
urces/Online_In-Fusion_Tools). Nessa plataforma, foi inserida a sequéncia de
nucleotideos da EPSP-sintase de P. brasiliensis, a enzima de restricdo BamHI e

também a sequéncia de nucleotideos do vetor de clonagem pGEX4-T3.
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Os oligonucleotidios construidos possuem caracteristicas especificas para a
utilizacdo do kit de clonagem Infusion da clonthec. Os dois oligonucleotideos
construidos foram acrescidos de 15 pb, os quais s&do reconhecidos pela
recombinase. Os oligonucleotideos senso e antisenso estdo a seguir: ‘5-GGT TCC
GCG TGG ATC CCT GAA TGT CAC CTG CAC AC-3’ e antisenso ‘5-GGG AAT TCG
GGG ATC CCT GAG CTA GGG TGT TCC A-3'.

A PCR foi realizada utilizando 4,5 pL de agua miliQ, 1 pL de cada
oligonucleotideo senso e antisenso (1 uM), 1 uL de cDNA (10 puM) e 7,5 pL de Green
tag. As condicdes de ciclagem foram: ciclo 1, 94 °C por 5 min, ciclo 2, 94 °C por 20
s, ciclo 3, X °C (onde X representa a variacdo de temperatura de 54 °C a 59 °C) por
1 min, ciclo 4, 72 °C por 1 min e 30 s, ciclo 5, 72 °C por 5 min e ciclo 6, 4 °C «, o
ciclo de 2, 3 e 4 foram repetidos 39 vezes. O produto foi visualizado em gel de
agarose 1%. O produto obtido da PCR utilizando o cDNA da EPSP-sintase foi
purificado utilizando o kit “QlAquick PCR Purification” (Qiagen), quantificados em
Nanodrop e armazenados em freezer a -20 °C. O sequenciamento foi realizado

visando confirmar que o fragmento amplificado era referente a EPSP-sintase.

4.2.3. Digestao do Vetor pGEX-4T3

Promotor tac

Cauda GST
BamHI (931)

lacl

pGEX-4T3-EPSP

EPSP-sintase (1287)
6255 bp

Origem de
replicacédo

Gene de resisténcia a

Ampicilina

Figura 9. Mapa de clonagem do pGEX-4T3-EPSP.
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O programa GeneRunner foi utilizado para selecdo da enzima a ser utilizada
na clivagem do inserto e clonagem no vetor pGEX-4T3. O kit “QlAprep Spin
Miniprep” (Qiagen) foi utilizado para purificagdo do plasmideo. A digestdo do vetor
foi realizada utilizando a enzima de restricdo BamHI (Thermo Scientific) com
incubagéo por 2 h a 37 °C, seguindo a orientagdes do fabricante, sendo confirmada
em gel de agarose 1% onde foram observados os padrbes do vetor intacto e
digerido. Posteriormente, foi realizada a purificacdo e quantificacdo do vetor em

Nanodrop (Figura 9).

4.2.4. Reacdao de ligacdo da EPSP-sintase ao vetor pGEX-4T3

Como ja dito anteriormente, o0s oligonucleotideos construidos para
amplificacdo da EPSP-sintase, possuem 15 pb adicionais no sentido %’
correspondente ao vetor pGEX-4T3. O produto gerado a partir da amplificacdo do
cDNA, agora possui uma complementariedade com o vetor; essas regibes sdo
reconhecidas por uma enzima com atividade exonuclease 3’- 5’ que realiza a ligagao
do vetor com o inserto, dando origem ao DNA recombinante (Figura 9). Para essa
reacao foi utilizado 2 puL de 5X In-Fusion HD enzyme premix, 3 pL de vetor digerido
(150 ng), 0,5 pL de fragmento EPSP-sintase (50 ng) e 4,5 uL de agua miliQ. A
reacdo foi incubada por 15 min a 50 °C, colocada no gelo e em seguida realizada a

transformacao em células competentes.

4.2.5. Transformagéo por choque térmico em E. Coli (DE3)

Para a transformacéo, foi utilizado 40 pL de células E. Coli (DE3) e 2,5 uL da
reacdo acima. As ceélulas foram incubadas no gelo por 30 min e submetidas a

temperatura de 42 °C por 45 s e retornadas ao gelo por 2 min. As células foram
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resuspendidas em meio Luria-Bertani (LB) liquido (10 g triptona, 5 g extrato de
levedura, 5 g NaCl, 4 M de NaOH pH 7 e H,0 destilada para volume total de 1000
mL) e incubada em temperatura de 37 °C por 1 h sob agitacdo de 125-137 rpm.
Apos esse periodo, foram cultivadas em placas de petri contendo meio LB solido
suplementado de 10% de glicose, 25 mg/mL de ampicilina e 34 mg/mL de
cloranfenicol.

Apés o crescimento por 16 h, foi observado o crescimento apenas das
bactérias resistentes a ampicilina, visto que a linhagem E. coli ndo possui resisténcia
a tal antibidtico; apenas células contendo o pGEX4T3 cresceram, visto que o vetor
contém o gene de resisténcia a esse antibiotico.

Para confirmar os transformantes, foi realizada uma PCR e o produto da
reacao foi analisado em gel de agarose 1%. Apds confirmacédo, o plasmideo foi
extraido da célula com o kit de extracdo miniprep da QIAGEM. O plasmideo foi
purificado e digerido novamente com a enzima BamHI, e o produto da reacao foi

analisado em gel de agarose 1% visando confirmar a liberacdo do inserto.

4.3. Expressao heter6loga em E. Coli (DE3)

Para inducéo, as células foram cultivadas por 12 h em 10 mL de meio LB
liquido contendo 25 mg/mL de ampicilina e 34 mg/mL de clorafenicol. Apés esse
periodo, as células foram transferidas para frascos erleymeyer contendo as mesmas
concentracfes de ampicilina e clorafenicol e cultivadas a 37 °C, sob agitacdo de 130
rom até atingir a fase estacionaria, D.O. entre 0,4 e 0,6 de absorbancia. Nesse
momento, foi adicionado 1 mM de IPTG e retornado para mesmas condicbes
anteriores por 1 h. As células foram centrifugadas por 10 min a 17.900 g e
ressuspendidas em PBS 1x. A inducdo da EPSP-sintase foi confirmada em gel
unidimensional SDS-PAGE e as aliquotas foram armazenadas a -20 °C. A proteina
induzida foi retirada do gel SDS-PAGE e digerida para identificacdo por

espectrometria de massas.
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4.4. Purificagdo da proteina recombinante

As amostras coletadas foram colocadas em tubo para extragcdo contendo 100
pug/mL de lisozima e pérolas de vidro e incubadas por 1 h em gelo sobre agitacao.
Logo apos esse periodo, foram submetidas a sonicacao por ultrassom 4 vezes por
10 min, 1 min no voértex e 5 min no gelo. Em seguida, a amostra foi passada em
seringa e centrifugada a 17.900 g por 15 min separando a parte solavel da insoltvel.

Para o processo de liberacdo dos corpos de inclusdo da proteina produzida,
foi usado parte do protocolo sugerido por YANG et al. (2011). Nesta etapa, foi
adicionado ao pellet contendo a proteina, 1 mL de tampao 0,1 M tris HCI pH 8,5,
contendo 8 M de ureia, agitado por 5 min e deixado em repouso por 1 h em
temperatura ambiente. As amostras foram dialisadas por 12 h em 50 mM de tampéao
Hepes e 75 mM de NaCl com pH 8,5, uma vez que o ponto isoelétrico da EPSP-
sintase € de aproximadamente 7,5. As amostras foram corridas no gel
unidimensional SDS-PAGE.

O pGEX-4T3 possui a GST, a qual é acoplada a proteina de interesse; a GST
possui afinidade pela resina sefarose 4B, permitindo assim, a purificagdo da proteina
de interesse em um Unico passo através da cromatografia de afinidade. A resina foi
preparada de acordo com o protocolo do fabricante e entdo, 500 uL da proteina
dialisa foi adicionada a 200 puL da resina e incubada no gelo por 3 h sob agitacéo.
Apés esse periodo, a resina foi lavada 3 vezes com tampédo PBS 1x.

Para a eluicdo da resina, foi utilizada a solucdo de 10 mM de glutationa
reduzida e 50 mM de tris-Hcl pH 8. O mesmo volume de resina foi aplicado do
tampao de eluicdo, assim, 200 pL de tampéo de eluicdo foram adicionados a 200 pL
da resina, deixado em agitacao leve por 10 min e centrifugados a 800 g por 5 min.
Esse processe foi realizado por 3 vezes, e 0 sobrenadante contendo a proteina foi

analisado em gel SDS-PAGE. As amostras foram entdo armazenadas a -20°C.

41



4.5. Producéao de anticorpos policlonais

A proteina recombinante foi separada em gel SDS-PAGE, o qual foi corado
com azul de comassie; a regido correspondente a proteina recombinante, foi retirada
do gel e macerada em grinder com PBS 1x. Na fase de produgédo de anticorpos
especificos para o teste de Western blot, foram utilizados cinco camundogos swiss,
dos quais quatro foram imunizados trés vezes, através da injecdo de 100 pL da
solucdo de macerado, e um camundongo permaneceu como controle pré-imune. O
gel de acrilamida foi utilizado como agente coadjuvante para estimulacao do sistema
imune.

Apos o periodo de imunizacdo, os camundongos foram anestesiados
utilizando uma solugdo contendo 200 pL de cetamina, 500 pL de xilasina
completando para 1 mL com agua destilada. Foi utilizado 100 pL desta solucdo para
cada camundongos. Através da puncédo cardiaca foi retirado aproximadamente 1 mL
de sangue que foi centrifugado a 6.800 g por 5 min; o soro foi removido e adicionado

0 mesmo volume de glicerol para armazenamento em glicerol 50% a -20°C.

4.6. Analise dos anticorpos através da técnica Western blot

A proteina recombinante foi quantificada utilizando o método de Bradford
(1976) e analisada em gel SDS-PAGE. A proteina foi transferida por 12 h para a
membrana de nitrocelulose de 0,2 um (GE Healthcare) a 4 °C, utilizando uma
corrente de 20 V. ApoOs transferéncia, a membrana foi corada com o corante
Rouge-Ponceau, para verificar se houve realmente a transferéncia da proteina. A
membrana foi lavada com agua destilada, incubada em tampao de blogueio com
leite desnatado 5% diluido em tampao contendo PBS 1x e tween-20 0,1% por 12 h.
Em seguida, foi lavada com tampé&o de lavagem por 3 vezes, contendo PBS 1x e
tween-20 0,1%.
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A membrana foi incubada por 2 h em tampé&o de bloqueio contendo anticorpos
primarios na propor¢cdo de 100:1000 a temperatura ambiente. A membrana foi
incubada novamente por 1 h e 30 min com tampdo de blogueio e anticorpos
secundarios anti-lgG de camundongos na proporcdo de 1: 5000 a temperatura
ambiente. Em seguida, foi lavada com tampéo de lavagem por 15 min por 3 vezes.
Para verificar a interacao entre os anticorpos e a proteina, em seguida foi adicionada
a solucéo de revelacdo contendo BCIP 0,3% e NBT 6,6% em tamp&o de fosfatase
alcalina, contendo NaCl 100 mM; MgCl 2 5 mM; Tris-HCI 2 mM pH 9,5.

4.7. Extracdo de proteinas de fungo P. brasiliensis

Células leveduriformes de Pb18 foram cultivadas em meio Fava-Netto soélido
(FAVA-NETTO, 1955) a 37 °C por 5 dias. Depois foram transferidas para a cultura
em meio Fava-Netto liquido (FAVA-NETTO, 1955) sob agitacdo a 128 rpm por 48 h.
A cultura foi transferidas para tubos de 50 mL, centrifugadas a 2.000 g por 15 min e
ressuspendidas em PBS 1x. As células foram colocadas em tubos com pérolas de
vidro e tampao de extracdo tris-calcio (20 mM Tris-HCI pH 8.8, 2 mM CacCl2) e
levadas ao bead beater por 1 min e em seguida no gelo por 5 min; todo esse
processo foi repetido trés vezes. As amostras foram centrifugadas a 20.000 g. O
sobrenadante foi analisado em gel SDS-PAGE e quantificado por Bradford (1976).

4.8. Analise das interagcfes da EPSP-sintase

Cerca de 3 mg do extrato proteico de células leveduriformes de Pb18 foram
incubadas com 60 pL da resina ligada & GST por 2 h a 4 °C sob agitacdo leve. A
resina foi centrifugada a 500 g por 5 min e o sobrenadante foi incubado com 60 pL
da resina ligada a EPSP-sintase fusionada a GST por 2 h a 4 °C seguido de mais 2

h a temperatura ambiente, ambas sob agitacdo. A incubacdo com a resina ligada a
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GST foi utilizada como controle a fim de eliminar interacdes inespecificas de
proteinas que interagiam com a GST e ndo apenas com a EPSP-sintase. Apds
incubacéo, a resina ligada a GST e ligada a EPSP-sintase foi centrifugada a 500 g
por 5 min e lavada com PBS 1X gelado por 4 vezes.

Para analise das proteinas em espectrobmetro de massas associado a
cromatografia liquida, a resina ligada a EPSP-sintase e & GST foram eluidas em
tampéao de eluicdo (10 mM de glutationa reduzida em 50 mM tris-HCI, pH 8,0) por 10
min a temperatura ambiente e entdo centrifugadas nas mesmas condi¢cdes
anteriores. A eluicdo foi repetida por mais 2 vezes. O recuperado total de proteinas
foi submetido a digestéo triptica. Para concentrar as amostras eluidas, estas foram
liofilizadas e ressuspendidas em 20 uL de tampao de NH,HCO3; (50 mM pH 8,5) para

realizacdo da digestdo com tripsina.

4.9. Digestdo com tripsina e andlise por escpectometria de massa LC-MS

A digestdo enzimatica das proteinas foi realizada adicionando-se 25 yL de
uma solucéo 0,2% v/v de RapiGESTTM SF Surfactante (Waters) em cada amostra.
As duas amostras foram agitadas em vértex e incubadas por 15 min a 80 °C. Apos
esse periodo, foram rapidamente centrifugadas e 2,5 uL de Dithiotreitol (DTT) (100
mM) (GE) foi adicionado a fim de reduzir as pontes dissulfeto. As amostras foram
agitadas em voértex e incubadas por 30 min a 60 °C. Em seguida, foram resfriadas a
25 °C e 2,5 pL de iodoacetamida (300 mM) (GE) foram adicionados a fim de alquilar
as cisteinas, seguido de agitacdo em vortex e repouso por 30 min a 25 °C e
protegidas da luz. As proteinas foram digeridas com 10 pL de tripsina (Promega) na
concentracéo 0,05 ug/uL, seguido por agitacdo em vortex e incubacao por 16 h a 37
°C. Apés esse periodo, foram adicionados 10 pyL de uma solucdo de &cido
triflouroacético 5% (Sigma-Aldrich) visando precipitar o RapiGESTTM e finalizar a
atividade da tripsina, seguido de agitacdo em vortex e incubacéo a 37°C por 90 min.
Em seguida, as amostras foram centrifugadas a 18.000 g por 30 min a 4°C e o

sobrenadante transferido para um novo tubo de 1,5 mL que foi novamente
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centrifugado para evitar contaminagdo com o precipitado no sobrenadante. Esse
tubo foi entdo colocado em speed vacum (Eppendorf) até completa secagem da
amostra. As amostras foram armazenadas em freezer a -20°C até serem submetidas
a LC-MS (cromatografia liquida associada a espectrometria de massas). Os
peptideos obtidos foram ressuspendidos em 50 yL de formiato de aménio (20 mM)
pH 10 com 80 mol/uyL de solugdo padrao (fosforilase B padrdo MassPREP™;
Waters).

Os peptideos tripticos foram separados através de cromatografia liquida de
alta eficiéncia em nano escala utilizando o sistema ACQUITY UPLC® M-Class
(Waters) e posteriormente analisados em espectrometro de massas Synapt G1
MSTM (Waters) com fonte nano eletrospray (ESI) e dois analisadores de massa. As
amostras foram processadas e analisadas utilizando o software ProteinLynx Global
Server version 3.0.2 (PLGS) (Waters). As amostras foram analisadas em triplicata.
Apébs o processamento, cada ion apresenta um tempo de retencdo de massa exata
(EMRT), e peso molecular foi deduzido com base na razdo carga/massa (m/z). Os
espectros processados foram comparados com sequéncias de proteinas de Pbl8
(Broad Institute;
http://www.broadinstitute.org/annotation/genome/paracoccidioides/MultiHome.html)

juntamente com suas respectivas sequéncias reversas.

4.10. Classificacdo funcional das proteinas envolvidas na interagdo com
EPSP-sintase

As proteinas identificadas por espectrometria de massas foram classificadas
em categorias funcionais de acordo com o MIPS (Functional Catalogue Database)
(http://mips.helmholtz-muenchen.de/funcatDB/), utilizando o banco de dados Pedant
(http://pedant.gsf.de/pedant3htmlview/pedant3view?Method=analysis&Db=p3 p2873
3_Par_brasi_Pb18). As proteinas hipotéticas foram submetidas a ferramenta BlastP
(Basic Local Alignment Search Tool) do NCBI para busca de similaridades de

sequéncia visando sua anotacao.
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5. Resultados e discussoes

5.1Anélise in silico

A sequéncia de nucleotideos e de proteina predita da EPSP-sintase de Pb18
foi obtida no NCBI. A massa molecular e 0 ponto isoelétrico foram identificados
utilizado o web-software ProtParam. A identificacdo de dominio, familia, sitios
funcionais e padrbes associados a proteina foi realizada utilizado o PROSITE. A
predicdo de peptideo sinal e seu respectivo sitio de clivagem foi realizada através do
SignalP. A localizagao subcelular foi predita utilizando o TargetP.

Através dessas andlises in silico, verificou-se que a EPSP-sintase de Pb18 é
composta por 429 aminoacidos, apresentando massa molecular de 45,8 kDa e ponto
isoelétrico de 7,5. O aminoacido alanina é o mais abundante em sua composi¢ao
(10%), seguido de leucina (9,3%), glicina (8,9%), serina (8,2%) e treonina (8,4%). A
composicdo da estrutura secundaria da enzima EPSP-sintase € formada
basicamente de a-Hélices (30%) e folhas-B (17%). Esses achados corroboram com
a ideia de conservacdo entre as espécies, visto que em Arabidopsis a sua
constituicdo é de 31% de a-Hélice e 17% de Folha-f (GARG et al.,, 2014). A
sequéncia de nucleotideos e de aminoacidos da EPSP-sintase € apresentada na
Figura 2.

A fosforilacdo das enzimas € importante, pois, desempenham papeis
fundamentais em suas atividades biolégicas, podendo alterar sua conformacao e
sua afinidade por determinados substratos (BELTRAO, 2009). Um total de 48 sitios
de fosforilagdo foi encontrado na EPSP-sintase; as suas respectivas posi¢cdes na
sequéncia de aminoacidos foram identificadas (Figura 10). Os sitios de fosforilacdo
foram identificados em 21 treoninas (posi¢des 1, 22, 34, 39, 81, 87, 91,104, 142,
178, 211, 248, 278, 289, 290, 360, 377, 382 e 426), 21 serinas (posi¢cdes 7, 9, 20,
31, 50, 53, 70, 83, 97, 101, 144, 160, 188, 201, 209, 258, 286, 288, 299, 316 e 376)

e 6 tirosinas (posi¢des 75, 130, 162, 191, 216, 223). Os aminoacidos treonina, serina
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e tirosina sdo conhecidos como sitios importantes no processo de fosforilagcdo; a
presenca desses sitios indica que a EPSP-sintase poderia ser modificada nesses
locais e isso poderia afetar a sua regulacdo e funcdo no organismo (GROBAN et al.,
2006). Os sitios encontrados aqui foram preditos em analises in silico, assim,
estudos mais especificos precisam ser realizados para determinar qual a real

importancia desses sitios para EPSP-sintase.

1 T+ PP G 5§ K& 1 58 N RALVILAALGS GTFCR I ENL
1 acaccc cca gega tog aaa agt atc toa aat cgg goc ot ghe ot gog goa ottt ggg toa gec aca tgt cge atc aaa aat cic
WL HGSDDTE VM LT-ALEU ERKL GA ATV FSWE &S QQ G E
85 ctg cat tca gac gat act gag gtt atg cit act goc ot gag cgt ta ggg goc goc aca tic toa tgg gaa agic age gte ags
BT VLV VNG NGGEREMWVASGSP KEELUTY LGN AG T*ASR
169 tgc tcg tge tca atg goa acg gig gta gga tgg tge cia goc coa aag aat tat acc tag gaa acg g gga cgg oot cac ggt
g5 F L T=- TV A T L A Q E G 5V AS S VLTIT-GHN A RMEQER
252 toe tga cia cge tog cia oic tog oo aaa aag gega gtg tog dt caa gtg toc tia cag gaa atg cac gga tga agc aaa ggc
113 PI G DL VDALE ANGATDTIEVYLEMNZPE SLPLEK
336 cca tog gog atc tag tig acg cic tca agg cca acg ggg cig ata tcg agt acc tocg aaa atc cga aga gic tic cac tca aga
1411 T=A S%G GF A G GEMETLDAE VS 5QY* VS 5L LM
421 tia ctg ctt ctg gag gct tig cig gte gep aga tpc gic tig atg cca aag tat cat cic aat atg tit ot cat tgc tga tgt
182 C A P Y A K E PVT-LELVGG EPVWVEQ LYV D MTT
505 gcg cic cct atg caa aag age cag tga cic tac gic thg tgg gtg goa age ctg tit cic aac tit acg tog aca tga coa cigc
137 AMMEBER 5%F G I DVEEKSETE EH TY*HIP RG V YK
589 tat gat gag ghc git cgg cat cga cgt caa aaa atc tga aac gga aga goa cac tia toa tat coc tog tgg tet cla taa gaa
22 N P AEY VVEZS DAGSOS S AT Y PLAI A AMT GT S5C
673 ccc tgc gea ata tet tgt tga aag tga tec cag oic ggc cac ata coc ottt gec gat tgc gec tat gac geg cac tic cig cac
253 T 1 P NI G 5K SL Q GD ARVPFAI EVLEPMGT CTV
757 cat ccc gaa tat tgg tic caa gic otk gca age cga tgc cog att cgc cat tga get gt gop acc tat gegg atg cac cgt gaa
281 N Q T DPF 5 T 5V TG T AGGEULIEKSLPTI D MEPM
841 tca aac aga ctt cic aac tic ggt gac tgg aac tgc tgg tgg aaa act caa atc act toc tac cat aga cat gga goc tat gac
3o T- DA FLTAGS VL AAV ARG QGSHNHTTZERTICGI
924 tga cgc att oct tac tec tic agh oct tgc tegc cgt ggc aag age tca ggg atc gaa toa cac tac acg gat atg cgg tat cgc
337 A N Q RV EECNUERI EAME DEL AK FGV T=CR E
1.008 aaa cca gag get caa aga atg caa tog aat taa age aat gaa gea tga act tgc caa att tgg cgt cac tig tog gga gca
is4 H D DG UL EI DG I DE & T*L R HPFP T*E GVFC Y DDH
1.089 tga cga tgg tct iga aat tga tgg tat cga cog tic gac tct gog toa toc gac aga age tgt gt g cAa tgatga cca tcg
32 REV A MSF 5 VL ALV APOGQP TL I LE EKEEUGC VGEK
1173 cgt agc aat gag tit cag cgt oct tgc att get tgc toc goa goc aac got gat ot tga aaa gea atg cgt agg gaa aac
419 T WP G W W N TI*L AQ

1254 gtg goc cgg chg ghte gaa cac oot age toa cag

Figura 10. Sequéncia de nucleotideos e aminoacidos da EPSP-sintase de Pb18. Os sitios de
fosforilacao estdo marcados com (*) e destacados em vermelho.

Muitas proteinas possuem peptideo sinal, o qual indica qual o destino da
proteina; esse sinal estd localizado na por¢cdo N-terminal da proteina. A presenca
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desse sinal indica que elas devem ser direcionadas para cloroplastos, mitocondria,
reticulo plasmatico ou secretada, tendo a sua funcéo diretamente ligada ao seu
destino (KUNZE & BERGER, 2015). As analises realizadas utilizando os programas
SignalP e TargetP mostraram que a EPSP-sintase ndo possui peptideo sinal, assim,
sua funcdo € executada no citoplasma celular. Em plantas, a EPSP-sintase possui
peptideo sinal para cloroplasto, indicando que a sua atuacdo se encontra nessa
organela celular (GEIGER & FUCHS, 2002). A indicacdo de que a EPSP-sintase
estaria localizada no citoplasma, apresenta uma vantagem para 0 uso dessa
proteina como alvo molecular para novos farmacos, pois a sua presenca nesse

ambiente celular poderia facilitar o acesso aos futuros inibidores para esta proteina.

5.2. Predigao da estrutura 3D da EPSP-sintase de Pb18

Estudos de modelagem por homologia representam uma abordagem util para
a predicdo de estruturas 3D de proteinas. Esta abordagem baseia-se em padrdes de
conservacao gerais que tém sido observados, em nivel estrutural, no processo de
evolucdo bioldgica, obedecendo aos seguintes padrdes: (a) homologia entre
sequéncias de aminoacidos implica em semelhanca estrutural e funcional; (b)
proteinas homologas apresentam regides internas conservadas (principalmente
constituidas de elementos de estrutura secundaria: a-hélices e folhas-B); (c) as
principais diferengas estruturais entre proteinas homologas ocorrem nas regides
externas (alcas) que ligam os elementos de estrutura secundaria.

O processo de predicdo de estruturas 3D de proteinas utilizando esta
estratégia esta fundamentado no principio de que a conforma¢édo de uma estrutura
molde (elucidada por técnicas experimentais como cristalografia de raios-X ou
ressonancia magnética molecular) pode ser transferida a estrutura desejada
(homélogo sem dados experimentais). Entretanto, é necessario que entre ambas as
sequéncias (alvo-molde), haja certo grau de identidade. Geralmente s&o
considerados significantes moldes com identidade sequencial acima de 30% para

com a proteina-alvo.
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Tendo em vista a auséncia de dados estruturais experimentais sobre a EPSP-
sintase de Pb18, modelos por homologia foram construidos utilizando o servidor
automatizado SWISS-MODEL. Durante a busca por possiveis moldes, observou-se
qgue nenhum dos moldes identificados apresentava cobertura satisfatoria com a
sequéncia completa da proteina. Todavia, constatou-se que o subdominio
estrutural/catalitico apresentava cobertura satisfatoria, e consequentemente poderia
ser predito. Assim, uma vez selecionado os moldes, o proximo passo foi a
construcdo de modelos 3D.

Avaliacdo da qualidade dos modelos gerados é uma etapa essencial do
processo de modelagem por homologia. Ndo somente a qualidade da estrutura
predita deve ser avaliada, mas também a da estrutura molde. Assim, possiveis erros
no procedimento de predicdo da proteina alvo podem ser verificados. Dados estes
requisitos, o melhor modelo foi gerado utilizando como molde a estrutura da EPSP-
sintase de Vibrio cholerae (identidade sequencial: 43,90%; cobertura: 93,00%;
cédigo PDB: 3NVS) uma vez que apresentou parametros de qualidade globais
satisfatorios, ou seja, valores de GMQE e QMEAN4 iguais a 0,72 e -2,82,
respectivamente.

Apos obtencdo do modelo inicial de EPSP-sintase de Pb18, o mesmo foi
submetido a correcdo geométrica, estereoquimica e dos estados de protonagédo dos
residuos de aminoacidos. Em seguida, uma avaliacdo de qualidade do modelo
otimizado foi realizada no servidor MolProbity, onde sdo verificados parametros
como comprimentos e angulos de ligacdo, quiralidade, planaridade de ligacdes
peptidicas, entre outros. A Tabela 1, apresenta os parametros obtidos antes e ap6s
a otimizacao da estrutura da EPSP-sintase de Pb18.

Como pode ser observado, tal procedimento levou a uma melhora significativa
de todos os parametros avaliados. A avaliagdo da qualidade estereoquimica do
modelo, realizada através da analise de Ramachandran, mostra que 94,12% dos
aminodacidos estdo dentro de regifes permitidas para os angulos de torsao dos seus
residuos, ao passo que apenas 1,41% estdo em regibes nao permitidas. A
permanéncia destes “outliers” provavelmente consiste em erros no processo de
modelagem ou no processo de cristalografia de raios-X, utilizado para determinar a

estrutura do molde. Entretanto, vale ressaltar que todos os residuos de aminoacido
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em regides desfavoraveis encontram-se distantes do sitio catalitico da enzima. Por
outro lado, a analise Clashscore (pontuacédo: 0,00) demonstrou boa qualidade da
estrutura em relacdo a existéncia de conflitos estéricos, ou seja, problemas
decorrentes da sobreposicdo ndo natural de dois ou mais atomos nao ligados em

uma estrutura proteica.

Tabela 1. Pardmetros estatisticos obtidos antes e apds a otimizacéo estrutural do
modelo de EPSP-sintase de Pb18.

Parametros Modelo inicial Modelo otimizado Referencial
Clashscore 7,45 0,00 -
Pontuacéo MolProbity 2,08 1,02 -
Ligacdes ruins 0,03% 0,00% 0,00%
Angulos ruins 1,21% 0,50% <0,10%
Desvios CB 1,29% 1,03% 0,00%
Rotameros desfavoraveis 2,02% 1,45% <0,30%
Rotameros favoraveis 94,80% 96,24% >98,00%
Outliers (Ramachandram) 1,65% 1,41% <0,05%
Favoraveis (Ramachandram) 93,18% 94,12% >98,00%

A estrutura 3D do modelo da EPSP-sintase de Pb18 esta representada na
Figura 11A. O alinhamento 3D entre o modelo gerado e o seu molde (cédigo PDB:
3NVS, Figura 11B), utilizando os &tomos de carbono alfa (Ca), apresenta desvio
quadratico médio (RMSD) igual a 0,46 (Figura 11B). Este valor indica uma alta
similaridade 3D entre as estruturas em questdo e uma estimativa da correta predicao
estrutural da EPSP-sintase de Pbl18. Apenas as regidbes formadas por alcas
(destacadas pelos circulos coloridos em verde) apresentam alta variabilidade em
suas posi¢cdes atbmicas. Estas apresentam quantidades maiores de aminoacidos, ou

seja, insergdes obtidas durante o processo de evolucéo.
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Figura 11. Estrutura 3D do modelo da EPSP-sintase de Pb18. (A, representada na cor laranja) e
alinhamento estrutural com o molde EPSP-sintase de Vibrio cholerae (B, codigo PDB: 3NVS,
representado na cor cinza). Circulos tracejados em verde representam regides de alga com alta
variabilidade em suas posi¢6es atdbmicas. Imagens geradas utilizando o programa PyMOL.

Uma vez apresentando um sitio ativo altamente conservado em relagédo ao
seu molde, os ligantes foram transferidos para o modelo utilizando as coordenadas
de ligagdo a EPSP-sintase de V. cholerae (molde utilizado no processo de
modelagem por homologia). Vale ressaltar que o estado de conservacao entre 0s
sitios ativos de ambas as proteinas reforca a necessidade de uma avaliagéo
experimental da atividade inibitéria do composto glifosato (inibidor co-cristalizado da
enzima EPSP-sintase de V. cholerae) sobre a enzima EPSP-sintase de Pb18, tendo
em vista o conceito de que sitios ativos semelhantes tendem a acomodar os
mesmos ligantes.

Apbs correcdo das estruturas, definicdo dos estados de protonacdo dos
ligantes e minimizacdo de energia, os aminoacidos que compdem o sitio ativo do
modelo 3D da ESPS-sintase de Pb18 foram identificados a partir de um raio de até
4,0 A de distancia do substrato chiquimato-3-fosfato (S3P) e inibidor glifosato (Figura
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12A). Assim, foi possivel identificar a orientagdo espacial dos residuos que
compdem esta regido do modelo e que formam ligacdes de hidrogénio e interacdes
ibnicas com ambos, substrato e inibidor.

Como pode ser observado nas Figuras 12A e 12B, o grupo carboxilato do
substrato chiquimato-3-fosfato forma uma ligacdo de hidrogénio com o residuo
Serl2 e uma interacdo i6nica com o residuo Argl6, ao passo que os residuos
Lys347 e Asp315 formam ligacBes de hidrogénio com as hidroxilas conectadas ao
anel. Ligacoes de hidrogénio também foram observadas pela interacdo do grupo
fosfato com Serl64, Serl65, Ser193 e Thr314.

Ligado nas proximidades do sitio catalitico, o inibidor glifosato (inibicdo ndo
competitiva/mista, Figuras 12A e 12C) também forma ligacdes de hidrogénio entre o
grupo fosfato e os residuos Lys11, Gly85, Argl17 e Glyl66, ao passo que sua amina
secundaria no estado protonado forma uma interacdo i6bnica com o residuo Glu348.
InteracOes idbnicas também sdo observadas entre o0 grupo carboxilato e os residuos
Lys1l, Arg351, His396 e Arg397.

Em organismos como Petunia hybrida e Bacilus subtilis ja foram realizados
experimentos com mutagfes para o residuo de lisina que foram convertidos em
arginina. A mudanca do aminoacido lisina para arginina que se encontra proximo ao
sitio catalitico da enzima fez com que esses organismos adquirissem resisténcia ao
glifosato. A modificacdo nesse aminoacido causa uma perda de afinidade ao
glifosato (SELVAPANDIYAN et al., 1995; ZHOU et al., 2006; HUYNH et al., 1988).

Outro estudo com mutacdes de substituicbes dos aminoacidos na regido
catalitica da EPSP-sintase de Rahnella aquatilis treonina-lisina, arginina-valina,
arginina-glicina, serina-valina, leucina-valina e glicina-lisina, mostra que essas
substituicbes de aminoacidos levam a um aumento da sensibilidade da EPSP-
sintase ao glifosato. Foi observado ainda, que essas mutacdes levam a uma
pequena perda de afinidade pelo substrato S3P e o PEP (TIAN et al., 2011). O
conhecimento da presenca desses aminodcidos no sitio ativo da EPSP-sintase
poderd ser utilizado e aplicado em futuros estudos, como bases moleculares e
estruturais para a triagem virtual de inibidores da EPSP-sintase de Pb18 bem como

para o planejamento e otimizacdo estrutural dos inibidores existentes. A EPSP-
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sintase vem sendo descrita como potencial alvo para o desenho de novos

compostos para o tratamento de doencas negligenciadas (TZIN et al., 2010).

Figura 12. Posicionamento 3D do substrato chiquimato-3-fosfato e inibidor glifosato no sitio
ativo do modelo de EPSP-sintase de Pbl18. (A) e mapas 2D representando as ligagbes de
hidrogénio formadas entre substrato (B) e inibidor (C) e os residuos de aminoéacido. Imagens geradas
utilizando os programas PyMOL e Maestro.
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5.3. Amplificagdo do cDNA da EPSP-sintase

Os oligonucleotideos sintetizados foram utilizados na PCR para a
padronizacdo da melhor temperatura de amplificacdo do cDNA da EPSP-sintase. As
temperaturas testadas variaram de 54°C a 59°C. A temperatura escolhida foi a de
55°C, pois apresentaram menor arraste, maior amplificacdo e menos amplificacdes

inespecificas (Figura 13).
 54C 55°C 56°C 57°C58°C 5%°C

1500 pb

1000 pPb
750 pb

500 pb

250 pb

- - * - $ - - - * . .
Figura 13. Padronizacdo da PCR utilizando diferentes temperaturas e 0os seus respectivos
controles negativos. Os controles negativos incluem todos reagentes exceto cDNA.

Para a transformacdo, células bacterianas E. coli linhagem (DE3) foram
submetidas ao choque térmico para a insercdo do plasmideo recombinante. As
bactérias foram cultivadas em placas de petri em meio contendo ampicilina, pois as
bactérias que cresceriam nesse meio seriam aquelas que receberam o plasmideo
contendo o inserto; as células que ndo receberam esses plasmideos nao seriam
capazes de crescer, pois ndo possuem resisténcia a ampicilina.

Ainda, para confirmar se realmente houve a transformacdo da célula e se o
plasmideo possui o gene da EPSP-sintase, foi realizada a PCR de col6nia, além de
uma nova digestdao com BamHI, com objetivo de liberar o inserto do vetor. Na Figura
14, linha 3, é possivel perceber que, apos a digestdo do plasmideo, foi liberado um

fragmento de 1287 pb corresponde ao tamanho da EPSP-sintase, confirmando
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assim, a clonagem e a transformacgdo bacteriana. Além disso, o vetor clonado foi

submetido a sequenciamento para confirmar a presenca da EPSP-sintase.

M1 23

Figura 14. Gel de agarose 1% para confirmagdo da transformagéo. M: Marcador, 1: pGEX-4T3
intacto sem o inserto de clonagem. 2: pGEX-4T3 com inserto da EPSP-sintase. 3: pGEX-4T3 com
inserto e digerido com BamHI. A presenca do inserto liberado no tamanho esperado de 1287 pb
confirma a clonagem do inserto e a trasnformacéo bacteriana.

5.4. Expresséao heteréloga e purificacdo da EPSP-sintase de Pb18

O pGEX-4T3 possui uma sequéncia de nucleotideo conhecida como
enhancer que tem o objetivo de aumentar a expressao da proteina recombinante.
Esse enhancer é formado pelo éperon lac, o qual € regulado pela lactose e possui
como mimetizador o isopropiltiogalactosideo (IPTG) que ndo sera degradado pela
bactéria, se ligando ao 6peron lac aumentado a expressdo do inserto clonado,
consequentemente, aumentando producdo da proteina de interesse (HARPER &
SPEICHE, 2013).

A cauda de GST inserida no gene possui um tamanho de 26 kDa e a proteina
EPSP-sintase possui um tamanho de 45 kDa. Assim, a proteina fusionada devera ter
um tamanho esperado de 71 kDa. Como pode ser observado na figura 7, a proteina
EPSP-sintase foi expressa em quantidade satisfatoria apos incubacdo com 1 mM de
IPTG a 37 °C por 1 h.

EPSP-sintases recombinantes de outros micro-organismos também ja foram
obtidas em condigbes similares. Para Janibacter sp. foi utilizado o vetor pGEX-6p-1,

a linhagem E. coli BL21, e incubacé&o com 0,5 mM de IPTG a 18 °C, por 8 h (SINGH
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& PANDA, 2005). A EPSP-sintase da alga Dunaliella salina foi clonada em vetor
pPpGEX-4T-1 e utilizada a linhagem E. coli BL21, apresentou inducdo satisfatoria a
37°C por 4 h, com 0,1 mM de IPTG (SINGH et al., 2015).

As células foram submetidas a extracdo de proteinas utilizando lisozima e
choques mecanicos. Apos analise em gel SDS-PAGE, verificou-se que a EPSP-
sintase de Pb18 estava localizada no pellet. A solubilizacdo foi realizada conforme
descrito por YANG et al. (2011). A EPSP-sintase foi solubilizada com ureia 8 M e em
seguida, foi realizada a dialise durante 12 h (Figura 15).

O nivel elevado de expressdo geralmente ocasiona a formacgéo de corpos de
inclusdo em proteinas recombinantes. Alguns fatores como temperatura, promotor
forte e alta concentracdo de indutor podem resultar no aumento do nivel de
expressédo (WINGFIEL et al., 2012). Os corpos de inclusdo se encontram na sua
forma insoluvel, entretanto, para a maioria das proteinas recombinantes, é
necessario que elas estejam em sua forma sollvel. Para solucionar esse problema e
tornar a proteina soltuvel novamente, alguns passos podem ser realizados, como é o
caso de diminuicdo da temperatura de inducdo e o uso de baixa concentracao de sal
(SINGH et al., 2015). Neste trabalho, foi realizada a inducdo a 22 °C, entretanto,
nesta condicdo ainda houve corpos de inclusdo. Para solubilizacdo, as
concentra¢gfes de baixo sal, 1 M, 2 M e 3 M, também foram testadas (dados néo
apresentados). Mesmo nessas condi¢cdes, ndo houve solubilizacdo adequada da
proteina, pois grande parte ainda estava contida na fracdo insolivel. Apenas

utilizando a concentracdo de 8 M de ureia foi possivel solubilizar a EPSP-sintase.

Com o objetivo de melhorar a purificacdo da EPSP-sintase, foi entdo realizada
a cromatografia por afinidade utilizando a resina glutationa-sefarose (GS4B). 200 pL
de EPSP-sintase dialisada foi incubado com tampéao Hepes (50 mM de Hepes e 75
mM de NaCl) e a resina GS4B por 3 h em gelo. A resina possui afinidade pela GST
gue estd acoplada a EPSP-sintase recombinante. A cauda de GST possui um sitio
de clivagem para a trombina, fazendo com que a proteina recombinante seja
liberada da resina enquanto a cauda de GST permanece ligada a resina. Este
procedimento ndo foi executado neste trabalho. Ao invés de clivar a EPSP-sintase

com a trombina, foi apenas utilizado o tampé&o de eluicdo (10 mM de glutationa
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reducida e 50 mM de tris-HCI pH 8) que retira a proteina da resina, mas também
deixa a cauda GST ainda ligada a proteina. Com o intuito de concentrar a EPSP-
sintase, apoOs purificacdo, a mesma foi liofilizada e ressuspendida em tampé&o Hepes

M 1 2 3
Figura 15. Gel SDS-PAGE apresentando a inducdo da EPSP-sintase de Pb18. A inducéo foi
realizada com 1 mM de IPTG por 1 h a 37 °C. M: Marcador; 1: Tempo zero, quando alcan¢ada a D.O.

de 0,4; 2: Inducéo por 1 h; 3: Proteina apos a didlise.

pH 7 (Figura 16).

99 kDa

66 kDa
45 kDa

30 kDa

20 kDa

14 kDa

Figura 16. Gel SDS-PAGE apresentando a eluicdo da EPSP-sintase de Pbl8 da resina de
sefarose 4B. M: Marcador. 1: Sobrenadante contendo a EPSP-sintase purificada.
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5.5. Western blot paraidentificagdo da EPSP-sintase

A EPSP-sintase recombinante foi separada em gel SDS-PAGE e transferida
para uma membrana de nitrocelulose (Figura 17). A EPSP-sintase foi reconhecida
pelos anticorpos produzidos pelos camundongos tanto no extrato bruto proteico
bacteriano (Figura 9, linha 1), como também na fracédo purificada (Figura 9, linha 2).
Para garantir que o reconhecimento pelos anticorpos seria apenas da proteina
EPSP-sintase, foi realizado Werstern blot com o extrato proteico contendo apenas a
GST induzida. Os anticorpos nao reagiram com a GST, garantindo que o0s anticorpos
produzidos a partir da proteina recombinante s6 eram capazes de reconhecer a
EPSP-sintase e ndo a GST.

72 kDa

Figura 17. Western blot com a EPSP-sintase recombinante. Linha 1: Extrato proteico apds 1 h de
inducéo. Linha 2: EPSP-sintase recombinante apos a purificacdo com resina de sefarose 4B. Linha
3: Extrato proteico contendo apenas a GST induzida.

5.6. Interagdes entre EPSP-sintase e proteinas de Pb18

A fusdo da EPSP-sintase recombinante a GSP permite que ela seja

imobilizada em coluna por afinidade. Assim, a coluna de glutationa-sefarose foi
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utilizada para a realizacdo do pull down com extrato de proteinas de células
leveduriformes de Pb18. A figura 18 apresenta em gel SDS-PAGE o resultado de
proteinas de Pb18 que ndo interagiram com GST e EPSP-sintase (Linha 1). As
proteinas que interagiram com GST podem ser visualizadas na linha 2. As proteinas
que interagiram com EPSP-sintase estdo localizadas na linha 3. As proteinas que
interagiram tanto com a EPSP-sintase quanto com GST foram descartadas, pois

foram consideradas falsos positivos.

66 kDa

45 kDa

30 kDa

Figura 18. Gel SDS-PAGE contendo proteinas de Pb18 que interagiram com EPSP-sintase por
pull down. M: Marcador, Linha 1: Sobrenadante contendo proteinas de Pb18 que ndo se ligaram a
GST e a EPSP-sintase. Linha 2: Proteinas de Pb18 que se ligaram a GST. Linha 3: Proteinas de
Pb18 que se ligaram a EPSP-sintase.

Vale ressaltar que o ensaio de pull down pode identificar interagbes do tipo
direta, onde as proteinas se ligaram sozinhas as proteinas alvos, ou do tipo indireta,
onde uma proteina se liga a proteina alvo, porém através de outras proteinas
formando assim os complexos proteicos. As proteinas que se ligaram a EPSP-
sintase recombinante serdo discutidas de acordo com a sua respectiva classificacéo
biolégica obtidas na plataforma Pedant (Tabela 2); essas proteinas foram
identificadas com o E.C. no texto abaixo. As demais proteinas sem E.C. foram
utilizadas apenas para discutir as interacdes registradas.

As proteinas obtidas no ensaio de pull down foram identificadas por
espectrometria de massas. Um total de 242 proteinas foi encontrado interagindo
com EPSP-sintase. Dessas, 86 foram excluidas visto que apareceram somente em
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uma das triplicatas. Das 156 restantes, 116 foram identificadas tanto no pull down
com EPSP-sintase quanto com GST. Assim, apenas 40 proteinas foram
consideradas interagir com EPSP-sintase. Essas proteinas foram anotadas e
classificadas de acordo com o MIPS (Figura 19). Foram encontradas proteinas
relacionadas ao metabolismo de aminoacidos (4), metabolismo de nucleotideo (2)
metabolismo de compostos de carbono e carboidratos (6), metabolismo de lipidios e
acidos graxos (7), ciclo celular (5), proteinas ribossomais (7), dobramento e
estabilizacdo de proteinas (5), degradacdo de peptideos (4) e proteinas de ligacéo
ao GTP (2).

B Metabolismo de aminoacido
B Metabolismo de nucleotideo

B Metabolismo de compostos de
carbono e carboidratos

B Metabolismo de lipideos e acidos
Graxos

H Ciclo celular

m Proteinas Ribossomal

= Dobramento e estabilizagdo de
proteinas

Figura 19. Grafico com a quantidade de proteinas que formaram complexo com a EPSP-sintase
de acordo com a classificac&o funcional (MIPS).

Tabela 2. Classificacdo funcional das proteinas que interagiram com EPSP-sintase
no ensaio de pull down.

NUMERO DE ACESSO PROTEINA

1. Metabolismo

1.1 Metabolismo de aminoéacido

PADG_08376 Aspartato semi-aldeido desidrogenase
PADG 00210 Glicina desidrogenase
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PADG_02914 Aminometiltransferase
PADG_06429 Acido cetol-reductoisomerase

1.2Metabolismo de nucleotideo

PADG_02246 Adenosina quinase
PADG_08342 Proteina YPTM2 de ligacdo a GTP

1.5 Metabolismo de compostos de carbono e carboidratos

Subunidade de flavoproteina de

PADG_00052 : .
succinato desidrogenase
PADG 04761 Glicosidase |
PADG_04702 Malato sintase
PADG_00668 Frutose-bisfosfato aldolase
PADG 04148 Alfa-manosidase
PADG_06546 Aminopgptidase sensivel a
puromicina
PADG_07699 S-formilglutationa hidrolase

1.6 Metabolismo de lipideos e acidos graxos

PADG_05310 Leucotrieno A-4 hidrolase

PADG_01687 3-cetoacil-CoA tioliase

PADG_00607 Cadeia alfa da riboflavina sintase

PADG_03598 3-metil-2-oxobutanoato de
hidroximetiltransferase

PADG_04603 Spermidina sintase

PADG 00546 Proteina carreadora 3-oxoacil-acil-

- redutase
PADG_07699 S-formilglutationa hidrolase

10. Ciclo celular e processamento de DNA

10.3. Ciclo celular

PADG_04056 Proteina epsilon14-3-3
PADG_00615 proteasoma subunidade alpha tipo-6



PADG_05907
PADG_00873
PADG_07249

histona H2B tipo 1-A
histona H3
Proteina de ligacéo a actina

12. Sintese de proteinas

12.1. Proteinas Ribossomal

PADG_00333
PADG_08244
PADG_04183
PADG_04449
PADG_00995
PADG_07891
PADG_01605

40S proteina ribossomal S16
Proteina ribossomal acida 60S P1
Proteina ribossomal 60S L33-B
Proteina ribossomal L23e
Ubiquitina

Ubiquitina

Ubiquitina

14. Destino de proteinas (dobramento, modificacdo e destino)

14.1 Dobramento e estabilizacdo de proteinas

PADG_07715
PADG_06992
PADG_06488
PADG_02833

Proteina de choque térmico Hsp90
Co-chaperone mitocondrial GrpE
Peptidil-prolil cis-trans isomerase D
Fator de ribosilacédo ADP

14.13. Degradacéo de proteinas e peptideos

PADG_07422
PADG_03221
PADG_08087
PADG_07460

Proteinase tipo subtilase psp3
Sacarolisina

Componente proteasoma PRE3
Aminopeptidase vacuolar
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Classificacéo funcional segundo o banco de dados do programa FunCat2, utilizando o
Pedant(http://pedant.helmholtzmuenchen.de/pedant3htmlview/pedant3view?Method=analysis&Db=
p3_r48325 Par_brasi_Pb18);

5.6.1. Metabolismo de aminoacido

A enzima aspartato semi-aldeido desidrogenase (EC: 1.2.1.11) atua na
biossintese de aspartato, este por sua vez tem grande importancia nos organismo
pois produzird aminoacidos essenciais como lisina, treonina, metionina e isoleucina.
Esta enzima atua no primeiro passo da via, onde catalisa uma reacdo NADPH
dependente convertendo 4-fosfo-L-aspartato em L-aspartato semi-aldeido que é
percursor dos aminoacidos essénciais (DAHAL & VIOLA, 2015).

A (glicina desidrogenase (EC: 1.4.4.2) esta envolvida no processo de
degradacdo do aminodcido glicina, realizando a descarboxilacdo da glicina e
liberando COz2. A glicina desidrogenase depende de mais trés proteinas para formar
um complexo catalitico. Essas proteinas sao: a proteina P que realiza a
descarboxilizacdo da glicina e transfere o grupo aminometileno para a proteina H, a
aminotranferase (EC: 2.1.2.10), também conhecida como proteina T, que realiza a
transferéncia do grupo metileno para o tetrahidrofolato (THF) liberando NH3 e
formando THF-CH,; a proteina L, que realiza a reoxidacdo da proteina H
convertendo o NAD® em NADH. Todos esses passos resultam na producdo de NH3s,
CH,-TFH, que pode ser usado em diferentes vias biosintéticas como a da lisina, e
NADH, que sera usado na producdo de energia na mitocondria. O NH3 pode ser
utilizado no ciclo da ureia. Vale ressaltar que o corismato € percussor do THF
produzido na via do folato (PIPER et al., 2000; HASSE et al., 2013).

Acido cetol-reductoisomerase (EC: 1.1.1.86) ¢ participante da via de
biossintese tanto da valina quanto da isoleucina. Ela utiliza o substrato 2-
acetolactato que € produzido a partir do piruvato; essa reagdo pode ser reversivel
convertendo 2-acetalactato em piruvato (TYAGI et al., 2005).

A interagcdo dessas enzimas com a EPSP-sintase pode estar relacionada a
disponibilidade do composto piruvato, que origina o PEP; esses compostos estao

envolvidos na producdo de todos aminoacidos, sendo entdo chaves para o
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metabolismo de amino&cidos. Visto que muitas reacbes do metabolismo de
aminoacidos sdo reversiveis, esses compostos podem ser utilizados para a
producdo de aminoacidos que estdo sendo necessario em um dado momento
(DEWICK, 2002).

5.6.2. Metabolismo de carbono e carboidratos

O metabolismo de carbono engloba a integracdo de vias que realizam o
transporte e oxidacdo de fontes de carbono como a glicolise, gliconeogénese, via
das pentoses, ciclo do &cido tricarboxilico (TCA) e via do glixiolato (PAPAGIANNI,
2012).

A glicdlise é a via que transforma a glicose em piruvato através de nove
passos enzimaticos. A frutose-bisfosfato aldolase (EC: 4.1.2.13) é responsavel pelo
guarto passo da via onde converte a frutose 1,6 fosfato em 3-gliceraldeido, mas
também pode converter a frutose 1,6-fosfato diretamente em eritrose-4-fosfato
formando uma ponte entre a via glicolitica e a via das pentose (STICONE et al,
2015). Eritrose-4-fosfato é o substrato inicial da via do chiquimato.

A malato sintase (EC: 2.3.3.9) participa do ciclo do glioxilato, convertendo
malato em glioxilato, porém ela também pode converter 0 malato em piruvato; esse
por sua vez, pode ser convertido em PEP na via glicolitica. PEP é usado tanto no
primeiro passo da via do chiquimato pela enzima DHP-sintase quanto no quinto
passo pela enzima EPSP-sintase. O mesmo acontece com a succinato
desidrogenase (EC: 1.3.5.1), a qual participa do TCA e também da cadeia
respiratéria. No TCA ela oxida o succinato em fumarato, o qual € convertido em
malato, e este em PEP pela malato sintase (EC:2.3.3.9) (RUTTER et al., 2010).

Conforme pode ser notado, as enzimas citadas acima, envolvidas no
metabolismo de carbono atuam na producéo de PEP que podera ser utilizada na via
do chiquimato. Assim, a interacdo entre essas proteinas e a EPSP-sintase pode
estar relacionada com a disponibilidade desses substratos utilizados na via do
chiguimato. Vale ressaltar que a via chiquimato é alimentada basicamente pelas vias

de metabolismo de carboidratos, uma situagcdo onde o fungo P.brasiliensis seja
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privado de carbono, resultard em uma menor atividade da via chiquimato (LIMA et al,
2014).

5.6.3. Metabolismo de lipideos e acidos graxos

Um total de sete proteinas envolvidas no metabolismo de lipideos e &cidos
graxos foi encontrado interagindo com EPSP-sintase. A proteina carreadora 3-
oxoacil-acil-redutase (EC: 1.1.1.100) esta envolvida no metabolismo de &cidos
graxos tanto na iniciagdo como no alongamento; ela executa a funcao catalisadora
de condensacgdo entre o acetil-CoA, derivado do TCA, com a malonil-ACP para
produzir butirilF-ACP, usando NADPH e NADH, na via de biossintese de &cidos
graxos (ABBADI, et al., 2000). A via de degradagao de acidos graxos, a 3-oxidacao,
consiste no complexo de quatro proteinas Acil-CoA desidrogenase, enoil-CoA
hidratase, 3-hidroxiacil-CoA desidrogenase e a proteina 3-cetoacil-CoA tioliase (EC:
2.3.1.16) (KURIHARA et al., 1988). Estas enzimas utilizam acetil-CoA, pode ser
levado para a o ciclo de Krebs pode ser convertido de em fosfonenolpiruvato, o
mesmo substrato usado pela enzima EPSP-sintase. A interacdo entre essas
enzimas e a EPSP-sintase sugere que essa interacao deve regular a disponibilidade
do PEP para a via do chiquimato.

5.6.4. Metabolismo de nucleotideos e ciclo celular

A adenosina quinase (EC: 2.7.1.20) esta envolvida na catalise da fosforilacdo da
adenosina em AMP. Em fungos, essa enzima realiza o aproveitamento de purinas
na sintese de novo a partir da degradacédo da metionina, as quais sdo convertidas
em inosina 5-monofosfato, xantosina 5-monofosfato e guanina monofosfato.

A EPSP-sintase nao utiliza ATP, porém a chiquimato quinase, que executa o
guinto passo da via, ou seja, 0 passo anterior ao da EPSP-sintase, utiliza ATP em
suas reagfes. Assim a ligacdo da EPSP-sintase a adenosina quinase podera ser
devido a proximidade fisica entre a EPSP-sintase e chiquimato quinase
(HERDENDORF & MIZIORKO, 2007; CHENG et al., 2005).
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A proteina 14-3-3 épsilon tem como funcao geral em fungos, a fosforilagéo
que diversas proteinas de metabolismo celular. Essas fosforilagbes sdo importantes,
pois podem ativar ou desativar proteinas (HEUSDEN; STEENSMA, 2006). Visto que
foram encontrados varios sitios de fosforilagdo na EPSP-sintase, esse evento
poderia estar ocorrendo com a participacdo da 14-3-3 épsilon. A proteina 14-3-3
épsilon de P. brasiliensis parece estar envolvida no processo infeccioso de células
hospedeiras (SILVIA et al., 2015).

5.6.5. Proteinas ribossomais

Os ribossomos sdo as maquinarias celulares responsaveis por traduzir o
codigo genético, utilizando as informacBes contidas em mMRNA para produzir
proteinas. Os ribossomos sdo formados de rRNAs que se agrupam para formar duas
subunidades, uma de menor tamanho denominada de subunidade 40S e outra de
maior tamanho conhecida como 60S, além disso existe uma gama de proteinas que
se associam aos ribossomos para recrutar a sua montagem e auxiliar na traducéo
dos mMRNA (WOOLFORD & BASERGA, 2013). As proteinas ribossomais
encontradas neste trabalho, 40S proteina ribossomal S16, proteina ribossomal acida
60S P1 (112 aa), proteina ribossébmica 60S L33-B, proteina ribossémica L23 e

ubiquitinas podem ter se ligado a EPSP-sintase durante a sintese proteica.

5.6.6. Dobramento, estabilizacdo de proteinas e degradacdo de

proteinas e peptideos

Em células de eucariotos, o reticulo endoplasmético é responsavel pela
localizac&o de proteinas que atuardo no dobramento e estabilizacdo das proteinas.
Neste grupo, podemos incluir as chaperonas hsp70 e hsp90, calnexinas, proteinas
disulfeto isomerase, algumas modifica¢cdes pos traducionais também podem ocorrer
no reticulo endoplasmatico como N-glicosilacdo, tais modificagcbes podem fazer com
gue enzima desenvolva seu papel adequado no ambiente celular (GASSER et. al.,
2008).
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A proteina de choque térmico hsp90 pode sinalizar para a degradagédo de
proteinas presentes em diferentes condi¢cbes de estresses fisicos, como por
exemplo, a temperatura. Estudo com mutantes de P. brasiliensis para o gene hsp90,
mostrou que os fungos mutantes apresentavam uma menor Vviabilidade se
comparados com individuos selvagens (TAMAYO et al.,2013).

A proteina PRE3 é componente do proteasoma, o qual degrada proteinas
utilizando ATP e ubiquitinina. PRE3 participa da degradacdo de proteinas
apresentando erro de enovelamento ou danos (ARENDT; HOCHSTRASSER, 1997).

A proteina chaperona mitocondrial GrpE esta localizada no citoplasma celular
de Saccharomyces cerevisiae e realiza a estabilizacdo de proteinas encaminhando-
as para a mitocondria. Experimentos com S. cerevisiae mutante para GrpE
mostraram um atraso no transporte, maturacdo e retardo no processo de
degradacéao proteica (LALORAYA et. al., 1995).

A peptidil-prolil cis-trans isomerase D faz parte de uma familia de proteinas
gue realiza a catélise de ligacdo entre as posi¢cdes cis e trans de residuos de glicina,
atuando em regides hidrofébicas da proteina (PEMBERTON & KAY, 2005).
Experimentos com mutantes de E. Coli para essa enzima mostraram que ela é
importante para seu crescimento. Entretanto, o mesmo nao foi observado para
Bacillus subtilis em individuos normais e para individuos mutantes sobre privacao de
aminoacidos se mostrou ser essencial para a viabilidade dos individuos. (GOTHEL
et al.,, 1998) e para S. cerevisiae, ndo apresentou significancia para viabilidade de
mutantes da peptidil-prolil cis-trans isomerase (PEMBERTON, 2006).

A ligacédo entre EPSP-sintase e peptidil-prolil cis-trans isomerase D se deve
possivelmente ao seu papel na manutencdo dos residuos de glicina da EPSP-
sintase. A interagao entre peptidil-prolil cis-trans isomerase D e serina protease de
P. brasiliensis tem sido descrita utilizando o sistema de duplo hibrido em condicéo
de privacdo de nitrogénio (PARENTE et al., 2010).

A proteinase tipo subtilase psp3 nédo possui funcao definida em P. brasiliensis,
porém ensaios realizados com o objetivo de identificar e quantificar proteinas
alteradas durante o processo infeccioso mostraram que ela € altamente expressa
nessa condicdo (CASTILHO et al. 2014).
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A aminopeptidase vacuolar de P. brasiliensis foi altamente expressa no
mutante para a citocromo c peroxidase apos infeccdo em camundongo (PARENTE-
ROCHA et al., 2015). A aminopeptidase vacuolar € uma proteina PEP dependente,
assim como a EPSP-sintase. Dessa forma, a interacdo entre essas proteinas
poderia ser devido a utilizacdo do substrato comum a elas, o PEP. Em adicgéo,
ambas poderiam desempenhar um importante papel no processo de infecgao.

A interacdo entre essas proteinas e a EPSP-sintase poderia estar associada a
manutencdo da EPSP-sintase, seja atuando na sua estabilizacdo, dobramento e

degradacédo da mesma e adaptacéao celular.

5.7. Visédo geral das interacdes proteicas da EPSP-sintase e corismato

sintase

SANTANA (2017) realizou o pull down utilizando a enzima CS, a qual executa
0 ultimo passo da via do chiquimato, utilizando extrato de células leveduriformes de
Pb18. As 96 proteinas encontradas interagindo com CS, estdo relacionadas com
diversos processos metabdlicos. Das proteinas encontradas, um total de 8 foram
comuns com as encontradas aqui neste trabalho. Séo elas, a glicina desidrogenase,
aspartato semi-aldeido desidrogenase, 3-cetoacil-CoA tioliase, succinato
desidrogenase, co-chaperona mitocondrial GRPE, peptidil-prolil cis-trans isomerase
D, subunidade 60S e 40S ribossomal. Um total de 32 proteinas foram encontradas
interagindo somente com EPSP-sintase e 88 proteinas interagiram somente com
CS. Entretanto, embora ndo fossem as mesmas proteinas, a maioria participa das
mesmas vias. Esse fato é relevante, visto que a CS nado faz parte da proteina
pentafuncional Arom, como a EPSP-sintase, entretanto atuam na mesma via.

As proteinas pertencentes ao metabolismo de aminoacidos e metabolismo de
carbono e carboidratos se ligaram a EPSP-sintase e CS. Essas proteinas estao
relacionadas com a producao e disponibilidade de PEP, o qual é substrato utilizado
tanto no inicio da via do chiquimato quanto no sexto passo catalisado pela EPSP-
sintase.

A presenca dessas proteinas que interagiram tanto com a EPSP-sintase

quanto com a CS, além de outras proteinas exclusivas de cada uma, que também
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sdo das mesmas vias metabdlicas, mostra que elas desempenham um papel
importante, podendo estar ligadas a disponibilidade de substratos compartilhados
entre elas. A figura 12 mostra a representacdo esquematica dos processos

metabdlicos contendo proteinas que interagiram com EPSP-sintase e CS.
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Figura 20. Representac¢

interagiram com EPSP-sintase e CS. As proteinas em vermelho interagiram apenas com a EPSP-
sintase; proteinas sublinhadas em vermelho interagiram com EPSP-sintase e CS; proteinas em azul

interagiram com CS. Modelo retirado e adaptado de SANTANA (2017).
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6. Consideragoes finais

De acordo com os resultados obtidos, foi observado que o sistema de
expressdo pGEX4T3-DE3 produziu eficientemente a proteina recombinante EPSP-
sintase proveniente de Pb18. A Expresséo pode ser confirmada através de Western
blot utilizando anticorpos contra a proteina. Uma vez que a proteina foi expressa
fusionada a GST, foi possivel a sua purificacdo utilizando coluna de afinidade
glutationa-sefarose permitindo a realizacédo do ensaio de pull down.

Um total de 40 proteinas interagiram com EPSP-sintase, as quais participam
de diversos processos metabdlicos, inclusive da via do chiquimato. As interacdes
identificadas deverdo fornecer informacgdes sobre novas funcbes dessas proteinas, e
ainda, poderdo ser utilizadas na busca de futuros antifungicos inibidores dessas

interacdes.

7. Perspectivas

A obtencdo da EPSP-sintase recombinante, bem como sua estrutura 3D,
deverdo ser utilizadas na identificacdo de inibidores visando a obtencdo de novos
antifingicos na validacéo através da medicdo de sua atividade biologica. Em adicao,
deverdo ser obtidas as estruturas 3D das proteinas identificadas interagindo com
EPSP-sintase visando o desenho de peptideos que poderdo interferir nessa

interacdo e na viabilidade do fungo.
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