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RESUMO

O fator de tradugéo de eucariotos 5A (elF5A) é altamente conservado em eucariotos
e arqueas e sofre uma modificagao pds-traducional exclusiva, chamada hipusinacgéao.
A enzima desoxi-hipusina sintase (DHPS) atua nessa modificagdo catalisando a
primeira etapa: a transferéncia da por¢cdo 4-aminobutil da molécula de espermidina
para um residuo especifico e conservado de lisina de elF5A. Essa enzima € um bom
alvo terapéutico para doengas negligenciadas, tendo em vista suas diferengas
estruturais entre espécies de parasitas. Dessa forma, nesse trabalho foi realizado o
estudo funcional e caracterizacdo das duas isoformas de DHPS de Leishmania
major, denominadas de isoforma A (LmDHPSA) e isoforma B (LmDHPSB). Foi
realizada a clonagem de diferentes construgbes dessas proteinas no vetor de
expressado em E. coli pNIC28-Bsa4. Algumas dessas proteinas foram purificadas em
larga escala, mas nao apresentaram atividade enzimatica in vitro. Também foi
realizada clonagem dos genes para essas proteinas em vetor de expressdo em
Saccharomyces cerevisiae, em 3 diferentes construgdes, pSP-LmDHPSA (contendo
a isoforma A), pSP-LmDHPSB (contendo a isoforma B), pSP-LmDHPSAB (contendo
as duas isoformas). Apenas o plasmideo contendo as sequéncias codificantes para
as isoformas A e B de DHPS de Leishmania major, pSP-LmDHPSAB, foi capaz de
complementar a delecdo do gene essencial que codifica DHPS em S. cerevisiae,
DYS1, indicando que essa enzima atue como um heterocomplexo, assim como a
enzima de Trypanosoma brucei. Essa linhagem de S. cerevisiae expressando as
enzimas DHPS de L. major apresentou taxa de crescimento e hipusinagéo
aproximadamente 25% inferior a linhagem expressando DHPS de humano. Além
disso, € possivel que existam diferengas entre o sitio de ligacdo ao GC7 entre essa
espécie e a DHPS de humano, uma vez que o analogo estrutural da espermidina,
GC7, potente inibidor da DHPS de humano, ndo apresentou capacidade inibitoria
significativa na linhagem expressando as enzimas DHPS de L. major. Visando
investigar a auséncia de sensibilidade ao GC7, foram comparados estruturalmente
os sitios ativos da DHPS de Trypanosoma brucei, Homo sapiens e Leishmania major
(para esta ultima foi gerado um modelo por homologia). Ha uma alta conservagao
entre os sitios funcionais de DHPS de L. major e T. brucei com o sitio de H. sapiens.
No entanto, a isoforma A de L. major apresenta grandes extensbes em sua
sequéncia, possuindo um total de 601 aminoacidos, enquanto as demais DHPS
possuem, aproximadamente 400 aminoacidos. Tais semelhangas e diferencas
estruturais serdo investigadas futuramente, pois podem levar a descoberta de
compostos especificos para DHPS de espécies de Leishmania.

Palavras-chave: elF5A; desoxi-hipusina sintase, Leishmania major; GC7.



ABSTRACT

The eukaryotic translation factor 5A (elF5A) is highly conserved in archaea and
eukaryotes and undergoes a unique post-translational modification called
hypusination. The enzyme deoxyhypusine synthase (DHPS) acts on this modification
by catalyzing the first step: the transfer of the 4-aminobutyl moiety of the spermidine
molecule to a specific and conserved residue of lysine in elF5A. This enzyme is a
good therapeutic target for neglected diseases, due to their structural differences
among species of parasites. Thus, in this work, the functional study and
characterization of the two Leishmania major DHPS isoforms, denominated isoform
A (LmDHPSA) and isoform B (LmDHPSB) were performed. Cloning of different
constructs of these proteins into the E. coli expression vector, pNIC28-Bsa4, was
performed. Some of these proteins were purified on large scale, but did not show
enzymatic activity in vitro. Cloning of the genes for these proteins into a
Saccharomyces cerevisiae expression vector was also performed in 3 different
constructs, pSP-LmDHPSA (containing only isoform A), pSP-LmDHPSB (containing
only B-isoform), pSP-LmDHPSAB (containing the two isoforms). Only the plasmid
containing the sequences coding for both Leishmania major DHPS isoforms, pSP-
LmDHPSAB, was able to complement the knockout of the essential gene encoding
DHPS in S. cerevisiae, DYS1, indicating that this enzyme acts as a heterocomplex,
as well as the Trypanosoma brucei enzyme. This strain expressing the Leishmania
major DHPS enzymes showed a growth rate and hypusination approximately 25%
lower than the human DHPS. In addition, it's possible that there are differences
between the GC7 binding site between this species and human DHPS, since the
structural analog of spermidine, GC7, a potent human DHPS inhibitor, did not show
significant inhibitory capacity in the strain expressing the enzymes DHPS of L. major.
Aiming to investigate the absence of sensitivity to GC7, the active sites were
compared the structures of the DHPS active sites from Trypanosoma brucei, Homo
sapiens and Leishmania major (for the latter one a homology model was generated).
There is high conservation between the functional sites of L. major and T. brucei
compared to the site of the H. sapiens DHPS. However, the L. major isoform A has
large extensions in its sequence, having a total of 601 amino acids, while the other
DHPS have approximately 400 amino acids. These structural similarities and
differences will be investigated in the future, as they may lead to the discovery of
specific compounds able to inhibit DHPS from Leishmania species.

Keywords: elF5A; deoxyhypusine synthase; Leishmania major; GC7.
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1. INTRODUGCAO

Durante a expressao génica, a etapa da tradugao € mediada e regulada por

varios fatores de tradugdo, os quais atuam no seu inicio, elongagéo, terminagao e

reciclagem do ribossomo. A maior parte destes fatores s&o altamente conservados e

essenciais para a viabilidade celular (DEVER; DINMAN; GREEN, 2018).

Como

estes, o fator de traducédo elF5A é altamente conservado em eucariotos e arqueas

(Figura 1) e, além disso, é essencial para a viabilidade celular de todos os
organismos em que foi estudado até o momento (DEVER; GUTIERREZ; SHIN,

2014; ROSSI et al., 2014).

Figura 1. Representacdao da conservagcao entre elF5A de eucariotos e arqueas.

Alinhamento global entre as sequéncias de elF5A de Haloferax volcanii DS2
(Arquea: WP_004042193.1), Trypanosoma brucei (Tbrucei: XP_828167.1),
Saccharomyces cerevisiae (Scerevisiae: NP_010880.3) e Homo sapiens
(Hsapiens: NP_001137234.1). Alinhamento elaborado utilizando as ferramentas

online Clustal dmega (<https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/>) e BoxShade

(<https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/>). Preto:

residudos de aminoacidos

idénticos. Cinza: aminoacidos similares. *: Conservagao da lisina essencial para a

hipusinacéo.
X*
Arquea e Ll e M KEOBO RE g
Tbrucei 1 GRQVE I
Scerevisiae 11 HI e DA SqATHPMQCqALRA Gi RPCKIVDMSTSKTGKHGHAKVHL
Hsapiens 1 -MANSLD WDAGHSATEPMOCSALRKRGE TKGRPCKIVEMSISKTGKHGHAKVHL
Arquea 45 ERRGIFDSEERSLSOE

Thrucei 61
Scerevisiae 60
Hsapiens 29

AIJD.LFIG‘EKM_.D' PSIHVPEV’YEWLD '
AIDIFTGKKEED] PSTHNM_VPVVKRNEXQLLD.LID

Arquea 97 TRk PRDRIENLEYE - ————————————————————
Tbrucei 121 : -GKDWLVMVMSAM B[S FKINA ADEE
Scerevigiae 112 S = CKDEMY SAMGEEARA

Hsapiens 111

Um fato que chama atengao para elF5A é sua modificacdo pds-traducional

exclusiva e necessaria para seu funcionamento, conhecida como hipusinagao

(detalhada mais adiante nesta dissertacdo; (PARK et al.,

2010). Esta modificagao

15



ocorre em uma lisina especifica (Lys50 em humanos, Figura 1), a qual € convertida
em um residuo de hipusina (hidroxi-putrescina-lisina) e faz de elF5A um interessante
alvo para desenvolvimento de farmacos, o que sera explorado neste projeto.

Inicialmente, elF5A foi caracterizada como fator de inicio da tradugcdo, mas
estudos subsequentes nao reafirmaram esse papel (GANOZA; KIEL; AOKI, 2002).
Somente depois de muito tempo, foi demonstrado que elF5A tem um papel
essencial na tradugdo, no entanto, na etapa de elongagcédo da tradugdo e n&o no
inicio (ZANELLI et al., 2006; DIAS et al., 2008; GREGIO et al., 2009). E proposto
que elF5A atue durante a elongacdo de determinadas sequéncias de 3 ou mais
residuos que tendem a induzir um tipo de parada (stalling) do ribossomo, como, por
exemplo, sequéncias consecutivas de prolinas (Figura 2) (PELECHANO; ALEPUZ,
2017; SCHULLER et al., 2017). Sequéncias repetitivas de aminoacidos que
apresentam rigidez estrutural, como o aminoacido ciclico prolina, podem causar uma
conformacao estrutural do polipeptideo em crescimento (ligado ao peptidil-tRNA)
que é desfavoravel para seu transito pelo tunel de saida do ribossomo (ROSSI et al.,
2014).

Figura 2. Atuacao de elF5A durante a elongagdo de sequéncias consecutivas de
prolinas. Esquerda: stalling ribossomal induzido por sequéncias repetitivas de
prolina. Nesse caso, ha uma di-prolina no sitio P (peptidil) e um Pro-tRNA"™ no
sitio A (aminoacil). Direita: Ligacdo de elF5A perto do sitio E (saida), com a
cadeia lateral de hipusina adjacente ao peptidil-tRNA no PTC (centro da peptidil-
transferase) do ribossomo, onde pode ajudar a promover a formagao de ligagdes
peptidicas com o aminoacido ligado ao sitio A (aminoacil). Como descrito em
Gutierrez et al., 2013.

E P A

E P A

Fonte: Adaptado de Gutierrez et al., 2013.
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Possivelmente, interagcdes eletrostaticas e outras interagbes fracas com
regides proximas da entrada do tunel de saida do ribossomo poderiam também
causar stalling do ribossomo, o que justificaria o stalling ribossomal causado por
sequéncias que nao contém prolina (GUTIERREZ et al., 2013). Por fim, foi publicado
um trabalho demonstrando que EF-P, um homologo estrutural de elFSA em
bactérias, atua na corregdo do posicionamento do peptidil-tRNA contendo duas
prolinas consecutivas (e um proli-tRNA no sitio aminoacil do ribossomo),
estabilizando uma conformacao favoravel a formacgéo de ligagao peptidica pelo PTC
(centro da peptidil-transferase) com o residuo de prolina ligado ao tRNA no sitio
aminoacil do ribossomo (HUTER et al., 2017). Devido a semelhanca estrutural de
elF5A e EF-P nesta regido das proteinas e ao fato de elF5A se ligar ao ribossomo
de forma similar a EF-P, a funcdo de elF5A na traducdo deve ocorrer da mesma
forma (SCHMIDT et al., 2016).

A essencialidade de elF5A e outros efeitos celulares e fisioldgicos da inibigdo
da sua fungdo em diferentes organismos faz com que elF5A seja um interessante
alvo para desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas. Por exemplo, existe
extensa literatura de correlagdo entre a expressao elevada de elF5A e varios tipos
de céncer, a qual acarreta em implicagbes prognodsticas desfavoraveis. Alguns
desses estudos também relacionam elF5A como um marcador tumoral de
diagnéstico ou prognéstico (MATHEWS; HERSHEY, 2015; MILLER-FLEMING et al.,
2015; NAKANISHI; CLEVELAND, 2016). Em adenocarcinoma ductal pancreatico
induzido por uma mutagdo em KRAS, por exemplo, ocorre aumento dos niveis de
elF5A e consequente aumento da tirosina quinase nao-receptor PEAK1. O aumento
de PEAK1 resulta em um comportamento agressivo em adenocarcinoma ductal
pancreatico (STRNADEL et al., 2017).

Além disso, a fungdo de elF5A parece ser necessaria para a proliferacéo e
diferenciagao de linfécitos T mediadores de inflamacao e liberacdo de citocinas pro-
inflamatorias por células do sistema imune inato e que estas correlagdes bioldgicas
podem ser relevantes para o tratamento de sépsis e diabetes. Nas ilhotas de
Langerhans, a deplecéo de elF5A leva a tradugao prejudicada do mRNA codificador
de oxido nitrico sintase induzivel (INOS), alterando a resposta imune (TAYLOR et
al., 2009; ROBBINS et al., 2010; IMAM; MIRMIRA; JAUME, 2014; TERSEY et al.,
2014). Por fim, a fungdo de elF5A também foi associada a replicagdo viral. Foi
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demonstrado que a inibicdo de elF5A reduz a replicagédo dos virus HIV-1 (HOQUE et
al., 2009; LIU et al., 2011) e Ebola (OLSEN et al., 2016).

Como mencionado anteriormente, elF5A sofre uma modificacdo pds-
traducional unica, a hipusinag&o. A formag¢ado do aminoacido hipusina ([Ne-(4-amino-
2-hidroxibutil)-lisina]) ocorre em duas etapas, que envolvem a acédo de duas
enzimas. Primeiramente, a enzima desoxi-hipusina sintase (DHPS) catalisa a
transferéncia da porcao 4-aminobutil da molécula de espermidina para o residuo de
lisina 50 de elF5A, em humanos. A lisina 50 (K50, na Figura 3) previamente
modificada € hidroxilada pela desoxi-hipusina hidroxilase (DOHH), finalizando a
maturacdo de elF5A (Figura 3). A hipusinagdo é um processo irreversivel, uma vez
que a elF5A modificada permanece assim até a sua degradacao (PARK et al., 2010;
DE ALMEIDA JR et al., 2014).

Figura 3. Modificagdo pos-traducional de elFS5A em humanos, catalisada pelas
enzimas desoxi-hipusina sintase (DHPS) e desoxi-hipusina hidroxilase
(DOHH). A DHPS transfere o grupo 4-aminobutil da molécula de espermidina para
K50 (lisina 50) de elF5A. DOOH finaliza a modificagédo realizando uma

hidroxilagdo na por¢gédo aminobutil em K50.

Espermidina
Ly

+
(_’

Desoxi-hipusina

|
é;

Desoxi-hipusina 50
sintase (DHPS) hidroxilase (DOHH) ."ﬁ
X

elF5A (desoxi-hipusina) elF5A (hipusina)

Fonte: Adaptado de DE ALMEIDA JR et al., 2014.

Ja foram descritas as estruturas e alguns inibidores para ambas as enzimas,
no entanto, como a desoxi-hipusina hidroxilase necessita de ferro como cofator, as
moléculas inibidoras identificadas para DOHH até o momento sdo quelantes de ions
de Fe (KIM et al., 2006; VU et al., 2009), o que dificulta o processo de triagem de

novos inibidores e gera uma inibigdo nao totalmente especifica por serem também
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inibidores de outras enzimas que usam ions de Fe como cofator. Além disso, apesar
de ter sido demonstrada a essencialidade de DOHH em mamiferos, esta enzima néo
€ essencial em Saccharomyces cerevisiae (PARK et al., 2006) e
Schizosaccharomyces pombe (WEIR; YAFFE, 2004; KANG et al., 2007) e n&o se
sabe ainda ao certo o impacto da hidroxilagdo na fungédo de elF5A, enquanto ja esta
bem demonstrada a essencialidade da desoxi-hipusinagdo em todos os organismos
testados até o momento (PARK et al., 2010; NISHIMURA et al., 2012).

Além de ja existir muito mais informacdes relacionadas a estrutura e aos
residuos do sitio ativo da desoxi-hipusina sintase, inclusive estruturas
cristalograficas ja com um inibidor (descrito abaixo), essa enzima utiliza NAD* como
cofator e a poliamina espermidina como substrato, facilitando a triagem de
inibidores, através de analogos estruturais do substrato, por exemplo (UMLAND et
al., 2004). Aléem disso, recentemente foi publicada a estrutura cristalografica da
DHPS de um organismo patogénico, Trypanosoma brucei, aumentando assim as
informagdes a respeito das diferengas estruturais entre as enzimas de humanos e
tripanossomatideos (AFANADOR; TOMCHICK; PHILLIPS, 2018).

Desta forma, o impedimento da maturacdo de elF5A por intermédio da
inibicdo da enzima desoxi-hipusina sintase tem sido apontado em diversos estudos
como um alvo promissor para o desenvolvimento de alternativas terapéuticas,
principalmente em relacdo a desordens de proliferacdo celular e a processos
inflamatorios. Diversas estratégias ja foram desenvolvidas visando a inibicdo da
desoxi-hipusina sintase (ROBBINS et al., 2010; BANDINO et al, 2014;
SCHROEDER et al., 2014; KERSTING et al., 2016).

GC7 (N1-guanil-1,7-diaminoheptano) esta entre os mais potentes inibidores
conhecidos da DHPS. Esse composto atua competindo com o substrato,
espermidina, pela ligagdo ao sitio ativo da enzima e é considerado um potencial
farmaco no tratamento de diabetes e diversos tipos de cancer, entre outras doengas
(BANDINO et al., 2014; ZHOU et al., 2017). No entanto, GC7 ndo possui atuagao
limitada a inibicdo de desoxi-hipusina sintase. Foram observados efeitos de GC7,
independentes da atividade de elF5A, desregulando a autofagia basal (OLIVERIO et
al., 2014) e interferindo com a biossintese de poliaminas (LANDAU et al., 2010).
GC7 também afeta o inicio da traducdo, competindo com a espermidina em vias

enzimaticas ou regulatérias necessarias para a modulagao da fosforilagdo de elF2a
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e 4E-BP (LANDAU et al.,, 2010). A falta de seletividade do GC7 implica na
necessidade do rastreamento de novas substancias que sejam mais especificas
para DHPS, evitando assim, efeitos n&do desejados e aumentando o potencial de
atuacéo (SCHRODER et al., 2016).

Os rastreamentos in silico e as técnicas de modelagem molecular permitiram
a sintese quimica de outros inibidores da DHPS. O Semapimod (CNI- 1493) e
diversos analogos desse composto apresentaram resultados promissores na
supressao da replicacdo do HIV, via inibicdo dose-dependente da DHPS
(SCHRODER et al., 2014, 2016).

A desoxi-hipusina sintase também €& considerada alvo terapéutico em outros
organismos, como em protozoarios e fungos. Ha estudos mostrando a inibigcdo da
desoxi-hipusina sintase in vitro, utilizando GC7, em Trypanosoma brucei (NGUYEN
et al., 2013, 2015), Cryptosporidium parvum (MITTAL et al., 2014) e Plasmodium
falciparum (KAISER et al., 2007). Curiosamente, GC7 apresentou baixa capacidade
inibitéria na desoxi-hipusina sintase de Leishmania donovani, sugerindo possiveis
diferengas no sitio de ligacdo ao GC7 entre as enzimas de humano e L. donovani
(CHAWLA et al., 2010). Essas diferengas estruturais entre as enzimas de diferentes
organismos podem ser exploradas para o desenvolvimento de moléculas que
interajam especificamente com o parasita (CHAWLA et al., 2010, 2012).

Existem, ainda, estudos mostrando a inibicio de DHPS em Fusarium
graminearum, utilizando o composto CNI-1493 (Semapimod) durante a infec¢ao de
trigo. Essa inibicdo foi especifica ao patdgeno, sem gerar interferéncias ao
desenvolvimento do grdo, mostrando que a inibigdo dessa enzima também possui
importancia agronémica ( WORIEDH et al., 2011; MARTINEZ-ROCHA et al., 2016).

O alinhamento global das sequéncias de desoxi-hipusina sintase de diversos
organismos permite analisar melhor algumas diferengas e semelhangas estruturais
(Figura 4). Os residuos do sitio ativo que interagem a uma menor distancia com
GC7, no co-cristal de desoxi-hipusina sintase de humano (ID de entrada no PDB:
1RQD) (UMLAND et al., 2004), sdo altamente conservados na maioria das espécies
e estdo destacados em vermelho na Figura 4.

Curiosamente, na maior parte dos organismos com genoma conhecido,
incluindo Homo sapiens, Saccharomyces cerevisiae, Schizosaccharomyces pombe,
Paracoccidioides  brasiliensis, Caenorhabditis elegans, Plasmodium vivax,
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Schistosoma mansoni, Drosophila melanogaster e Danio rerio € encontrada apenas
uma sequéncia de desoxi-hipusina sintase, ou seja, apenas um gene. Ja em
tripanossomatideos como, Trypanosoma brucei, Trypanosoma cruzi, Leishmania
major, Leishmania donovani e Leishmania infantum, ha mais de uma desoxi-hipusina
sintase codificada no genoma.

Em T. brucei e L. major, observa-se ainda, que apenas uma das isoformas da
proteina possui o residuo de lisina essencial para a atividade de desoxi-hipusina
sintase (identificado por seta verde, Figura 4). Além disso, a maioria dos residuos do
sitio ativo que interagem com GC7 na co-cristal de H. sapiens (1RQD) sé estéo
conservados em uma das isoformas dessas espécies (LmajorA e TbDHSc, na figura
4).
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Figura 4. Alinhamento global entre as sequéncias de desoxi-hipusina sintases de
Leishmania major (LmajorA: XP_001686123.1; LmajorB: XP_001682779.1),
Trypanosoma brucei (TbDHSc: XP_822628.1; TbDHSp: XP_001218790.1),
Saccharomyces cerevisiae (Scerevisiae: NP_011935.1) e Homo sapiens
(Hsapiens: NP_001921.1). Vermelho: Aminoacidos que se ligam ao GC7 a uma
distancia de 5A no co-cristal de humanos (ID PDB: 1RQD) (Umland et al., 2004).
Alinhamento elaborado utilizando as ferramentas online Clustal émega e
BoxShade (<https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/>). Preto: residudos de
aminoacidos idénticos. Cinza: aminoacidos similares. Seta verde: Lisina

essencial para a atividade catalitica de DHPS.

TbDHSc l - MAE AKSA SSCTDDLIGDAKQ
LmajorA l - MAN ‘ESA SSASBAQAVAKL
Hsapiens 1 MEGSLEREAJg-———-—-———————————————————— K-—--HSSTINEPE S
Scerevisiae 1 -MSDINEKILjg---——--—-"-"""""""""""—————— EE‘QDA -——= PRI DD EFVEKMOI
TbDHSp l1 —— MSGA5FPSRVEIGD
LmajorB 1 MLASAPAPREAKKDSAASRRKSASKSTGAAVKDDSSHRVSASG———AAESPEQSC HI
TbDHSc PNQED! —————— HSAERGEIN SINVCINORNC I VAZNE SICE TPQSPSPSLMPTEGDQ-
LmajorA P-TRIGEF-————— EK‘QHIIGS STMGFQATNYGEARSIAQ QPPSKVYQIKDGKYV
Hsapiens YINRG—————— AN R AL T 1A GTEGFQATNFGR‘ EMKLEPLS-—————————
Scerevisiae B SIKPEA - —-TNMRI TDLIE‘MKTMGFQASEVGE‘CEIIDS RSWRGKHID--—-——————
TbDHSp IFL.NTGQE ROV LINA YISNTGIREA TNEGRARIN T V O e N ettt
LmajorB IVHATQENT SIS TUINGIROATOTIGRARGLVO®) HH ———————————————
TbDHSc 82

LmajorA 82

Hsapiens 79

Scerevisiae 82

TbDHSP 59 INeVPIENVYT B v T SN 1T S SGHRBTIENG

LmajorB 103 RS—PED'VFLAYTSNMISCGLRDTFTYL"ERE

TbDHSc 131

LmajorA 142

Hsapiens 125

Scerevisiae 128

TbDHSpP 92

LmajorB 135

TbDHSc 179

LmajorA 202

Hsapiens 149 KINLRIINGENRIGNLLVPNENY ok
Scerevisiae 152 KL RIBOGMNRIGNLLVPNDNY o
TbDHSp 116 HALRNNGENRMGNLLVPNDNY ok
LmajorB 159 RALRINNGENRIGNLLVPNDNY gk
TbDHSc 221 WRCIH NRERAPIP YYDV WAITPSTEWYMA LWYADIF
LmajorA 262 | AAMI\KP I PBIKY D NLCI@LWEVDML
Hsapiens 177 —[@KIN SRS ONVME@N — ———————————————— KEM---—
Scerevisiae 180 - AD— S DRFEKEM----
TbDHSp 144 -RNiNaF\pRREHEoRDSR- - - - ——————————— A -——~
LmajorB 187 —@WiNRaE T ARS S\ OIMAGNASIH-—————————————— AAM---—
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TbDHSc 281

LmajorA 322
Hsapiens 215
Scerevisiae 234
TbDHSp 184
LmajorB 227

TbDHSc 310

LmajorA 382

Hsapiens 222

Scerevisiae 241

TbDHSp 197

LmajorB 240

TbDHSc 339

LmajorA 442 NV INKLAMIEEESRR TGML IEGGGYVKHEV
Hsapiens 252 EDL'LINTQAIF———‘KETGMIILGGGVVKHHI

Scerevisiae 271 €DIRKINSMEVEEEEY SRAGMT I LGGGLIKHHTY
TbDHSP 227
LmajorB 270

TbDHSC 382 GARPEEAVSWGKLRIEDEMWAVKY YEEMTEVEPLEY
LmajorA 499 A RCBEABSHGKURMECIN VXY GE

Hsapiens 293

Scerevisiae 314

TbDHSP 271

LmajorB 312 N----VSMBAVMYUTIKETBANECYS SEVLABDFA CELMRERTE T\ el iy R i T

TbDHSCc 442 Vi NSKGKENTRS - ————————— e
LmajorA 559 VPAWAIORIEATDDAQPRRRQSSRGARLPQDVSGHSHLCRGE
Hsapiens 353 OKWDAFMHEKNED——————————————————————————
Scerevisiae 374 SGKPIKEIVEN - —— === ==~ === == —— e
TbDHSp 327 SDEKEIYGVREDGN———————————————————————————
LmajorB 368 AEKBATIEGRAAA——————— e

Em T. brucei, as duas desoxi-hipusina sintases apresentam atividade
catalitica altamente reduzida em relagdo a enzima de H. sapiens, uma delas, a
ThbDHSp pode inclusive ser considerada inativa, incapaz de se ligar ao substrato
(NGUYEN et al.,, 2013). No entanto, a unido desses dois paralogos forma um
heterotetramero ativo, uma vez que as enzimas possuem residuos complementares
para o sitio de ligagdo a NAD" (Figura 5) (NGUYEN et al., 2013; AFANADOR,;
TOMCHICK; PHILLIPS, 2018). Como L. major apresenta ortologos tanto de ThDHSc
como de TbDHSp (Figura 4), provavelmente estes funcionem de maneira
semelhante a T. brucei. Além disso, em L. major, a isoforma possuindo um sitio ativo
completo (LmajorA, Figura 4) possui longas insergdes em sua sequéncia, as quais
fazem com que esta tenha uma extensao de 601 residuos, enquanto a maior parte
das desoxi-hipusina sintases dos outros organismos e as isoformas n&o cataliticas

de desoxi-hipusina sintase de tripanossomatideos, sdo compostas por menos de
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400 residuos (Figura 4).

Figura 5. Sobreposi¢ao dos residuos do sitio ativo entre a DHPS de humano e as
DHPS de T. brucei e representagao da complementagao do sitio de ligagao a
NAD* em T. brucei. TbDHSp: isoforma ndo funcional, prozyme. ThDHSc:
isoforma funcional. HsDHS: DHPS de Homo sapiens. As sequéncias de HsDHS,
TbDHSp e ThDHSc estdo demonstradas na Figura 4.

T. brucei

Tb sitio catalitico Tb sitio nao catalitico
Hs sitio catalitico Hs sitio catalitico

Fonte: Adaptado de AFANADOR; TOMCHICK; PHILLIPS, 2018.

A determinagédo da estrutura tridimensional das desoxi-hipusina sintases de
diferentes eucariotos patogénicos € objetivo do projeto de doutorado de outra aluna
do laboratério, como parte do projeto "INCT 2014: Centro de Quimica Medicinal de
Acesso Aberto" (FAPESP 14/50897-0). Dessa forma, serdo buscadas diferencas
estruturais entre as enzimas desoxi-hipusina sintases de organismos patogénicos
em relacdo a enzima de humanos que possam ser utilizadas no desenho de
inibidores que sejam mais ativos com relacdo as primeiras (PINHEIRO; EMERY;
NONATO, 2013).

A busca de inibidores através de rastreamento de cole¢cdes de moléculas
pequenas in silico e em ensaios enzimaticos in vitro também constituem importantes
estratégias para a descoberta de novos possiveis agentes terapéuticos (COUNAGO
et al., 2017; SANTIAGO et al., 2018). Além da possibilidade da execucdo de ensaios
enzimaticos in vitro, ja foi utilizada a estratégia de busca de inibidores de coleg¢des
de moléculas pequenas através da inibicdo diferencial de crescimento de linhagens
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de S. cerevisiae complementadas com enzimas de humano ou de organismos
patogénicos. Com esta estratégia ficou demonstrada sua capacidade de analisar o
efeito de mutagdes no gene de um alvo conhecido que levam a resisténcia a um
inibidor utilizado na terapéutica e comparacdo na suscetibilidade de enzimas
ortélogas a um mesmo inibidor (BILSLAND et al., 2016, 2018).

Dadas semelhancas estruturais e evolutivas entre a enzima DHPS de T.
brucei e das espécies de Leishmania, consideramos aqui a possibilidade de que
DHPS de Leishmania também atuem como um heterotetramero. Por outro lado,
DHPS de Leishmania apresentam uma das subunidades com varias extensdes e
essas diferengas estruturais ndo foram ainda estudadas. Assim, esse projeto buscou
o estudo funcional e a caracterizagdo das enzimas desoxi-hipusina sintase de L.

major in silico e utilizando o organismo modelo S. cerevisiae.
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2. OBJETIVOS

O principal objetivo deste trabalho consistiu no estudo funcional e
caracterizagcao das enzimas desoxi-hipusina sintase de Leishmania major in silico e
utilizando o organismo modelo Saccharomyces cerevisiae. Para o alcance de tal
finalidade, foram executados os seguintes objetivos especificos:

- Clonagem dos genes de desoxi-hipusina sintase de L. major,;

- Producédo das enzimas desoxi-hipusina sintase de L. major,;

- Verificagdo da complementagdo de DHPS de S. cerevisiae pelas enzimas
desoxi-hipusina sintase de L. major;

- Analise da sensibilidade ao GC7 usando ensaio de crescimento comparativo
em S. cerevisiae;

- Analise molecular, in silico, entre os sitios de ligagdo a NAD" e GC7 em H.

sapiens, L. major e T. brucei.
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3. MATERIAIS E METODOS

Os experimentos foram conduzidos no Laboratério de Biologia Celular e
Molecular de Microrganismos — UNESP, Campus Araraquarara e no SGC (Structural
Genomics Consortium) na UNICAMP. A manutencao, cultivo e transformagdo de
linhagens de E. coli e S. cerevisiae, bem como a composi¢ao e o preparo dos meios
de cultura e solugdes utilizados nesse trabalho seguiram os procedimentos padréo
descritos em manuais de laboratorio (AUSUBEL et al.,, 2012). As linhagens,

plasmideos e genes usados nesse trabalho estdo descritos nas tabelas a seguir:

Tabela 1. Linhagem de S. cerevisiae utilizada nesse trabalho.

Linhage Plasmide Genotipo Origem
m o
VZL - MATa | Mata can1pr:: TDH3pr- Colegao do Lab. de
1444 E2Crimson::Hph::can1A::STE2pr- Biologia Celular e
LEU2*| CANT Iyp1A/LYP1 Molecular de
HYP2::natMX4 | HYP2 Microrganismos1

pdr5A::kanMX | PDR5 dys1A::HIS3
| DYS1 leu2A /leu2A his3A / his3A
ura3A | ura3A met15A / met15A

VZL pSP- Mata can1pr::TD3pr- Colegao do Lab. de
1446 GM1- E2Crimson::Hph::can1A::STE2pr- Biologia Celular e
LmDHP LEUZ2 lyp1A pdr5A::kanMX Molecular de
SAB dys1A::HIS3 ura3A his3A met15A Microrganismos?
[HsDHPS/URA3]
VZL pCM18 Mata can1pr::TD3pr- Colegao do Lab. de
1447 8- E2Crimson::Hph::can1A::STE2pr- Biologia Celular e
HsDHP LEUZ2 lyp1A pdr5A::kanMX Molecular de
S dys1A::HIS3 ura3A his3A met15A Microrganismos?
[LmDHPSAB/URA3]

* STE2pr-LEU2 corresponde ao gene selvagem LEU2 de S. cerevisiae, controlado pelo
promotor do gene STEZ2 de S. cerevisiae (ativo apenas em linhagens do tipo MATa), que
complementa o nocaute de LEUZ2 de S. cerevisiae.

" Linhagem gerada durante o mestrado da aluna Ana Carolina Silva Paiva (Dados n&o

publicados, mestrado em andamento).
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2 inhagens geradas nesse trabalho, como descrito em Materiais e Métodos (tépico 3.4).

Tabela 2. Linhagens de E. coli utilizadas nesse trabalho.

Linhagens Genoétipo Origem
MACH-1 F- 980(lacZ)AM15 AlacX74 hsdR(rK-mK+) ThermoFisher
ArecA1398 endA1 tonA
DH5a fhuA2 lac(del)U169 phoA ginV44 80’ ThermoFisher
lacZ(del)M15 gyrA96 recA1 relA1 endA1 thi-1
hsdR17
BL21 (DE3)- F ompT hsdSg(rs mg’) gal dcm (DE3) pRARE2 ThermoFisher
pRARE2 (Cam")
BL21 — pGKJES8 F-, ompT, hsdSB(rB - mB -), gal, dcm pGKJES8 Takara Bio
(groES-groEL) (cm®)
Tabela 3. Plasmideos utilizados nesse trabalho.
Nome do
Plasmideo plasmideo na Caracteristicas Origem
colecao BioMolVZ
pNIC28-Bsa4 ) pBR3220ri-F, kanR, sacB SGC (STOLS et
al., 2002)
pVZ1682 Colegao do
pSP-GM1 2 u, URA3 laboratério (CHEN
etal., 2012)
pVZ1691 Elizabeth Bilsland
HsDHPS; vetor CEN, URAS,
pCM188- . (Unicamp)
HSDHPS com promotor reprimivel por (BILSLAND et al.,
tetraciclina
2016)
Tabela 4. Genes usados nesse trabalho.
Nome do gene Nome oficial do Gene ID/ Organismo
utilizado na gene segundo o UNIPROT ID
dissertagao NCBI
Isoforma A/ DHS34 5654787/ Leishmania
LmDHPSA Q4Q3H5 major
Isoforma B/ LMJF_20_050 5651301/ Leishmania
LmDHPSB Q4QD19 major
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HsDHPS DHPS 1725/ Homo sapiens

P49366
DYS1 DYS1 856465/ Saccharomyces
P38791 cerevisiae
TbDHSc Tb10.70.4900 3662232/ Trypanosoma
Q38BX0 brucei
TbDHSp TB927.1.870 4357125/ Trypanosoma
Q4GZzD1 brucei

3.1. Clonagem das isoformas de DHPS de L. major

Para a amplificagdo dos genes de interesse, foram projetadas construgdes de
primers (Tabelas 5 e 6) que amplificassem tanto as sequéncias completas (full-
length), como sequéncias que gerassem proteinas truncadas, com remogdes de
regides possivelmente desorganizadas, o que pode favorecer a obtencdo destas
proteinas de forma recombinante a partir de E. coli e a formacdo de estruturas
compactas para futuros ensaios de cristalizacdo. Esse trabalho foi executado em
colaboragéo com o SGC (Structural genomics consortium, UNICAMP).

Para projetar essas construgdes, identificou-se 0 homologo mais préximo para
essas proteinas no Banco de Dados de Proteinas (PDB), via alinhamento local
usando a ferramenta BLASTp. Foi realizado um alinhamento global entre as
sequéncias de DHPS de L. major e o homdlogo mais proximo no PDB, utilizando o
software de predicdo de estrutura secundaria GenThreader, para determinagao das

regides necessarias para manutencgao da estabilidade da estrutura.

Tabela 5. Sequéncia dos primers utilizados para amplificagées da isoforma A da DHPS
de L. major. As sequéncias “LIC” complementares ao vetor pNIC28-Bsa4,

importantes para a execugédo da clonagem independente de ligagdo (LIC), estédo

sublinhadas.
Primers para Posigcao de
isoforma A de DHPS Sequéncias dos primers amplificacao
de L. major
LmDHPSA — Foward TACTTCCAATCCATGGCGAATATTGCGGAGTCTG Met 1
1 C
LmDHPSA — Reverse TATCCACCTTTACTGTCATTCTCCACGACACAGG Glu 601
1 TG
LmDHPSA — Reverse TATCCACCTTTACTGTCAGGAGACGTCTTGCGG Ser 592
2 CAG
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LmDHPSA — Reverse  TATCCACCTTTACTGTCACGAGGATTGCCTCCTG Ser 582

3 CG
LmDHPSA — Reverse TATCCACCTTTACTGTCACGGCTGCGCGTCGTC Pro 576
4 CGT

Tabela 6. Sequéncia dos primers utilizados para amplificagées da isoforma B da DHPS
de L. major. As sequéncias “LIC” complementares ao vetor pNIC28-Bsa4,

importantes para a execugédo da clonagem independente de ligagdo (LIC), estédo

sublinhadas.
Primers para Posigao de
isoforma B de Sequéncias dos primers amplificacao
DHPS de L. major
LmDHPSB - TACTTCCAATCCATGCTTGCCTCTGCCCCAGC Met 1
Foward 1
LmDHPSB - TACTTCCAATCCATGCCGGCCAAGAAGGACTCC Pro 10
Foward 2
LmDHPSB - TACTTCCAATCCATGTCCGCTGCGTCCCGTAGG Ser 15
Foward 3
LmDHPSB - TACTTCCAATCCATGAAGGATGACTCATCAGCGAG Lys 32
Foward 4 AGT
LmDHPSB - TATCCACCTTTACTGTCACGCTGCAGCCCCCTCCA Ala 379
Reverse 1 G

As amplificagdes dos genes, LmDHPSA e LmDHPSB (Tabela 4), que
codificam as duas isoformas de DHPS de L. major foram realizadas por PCR,
utilizando como molde o DNA gendmico isolado da forma promastigota de L. major
strain Friedlin disponivel no SGC - UNICAMP (doagao do Dr. Sergio Schenkman).
Para a reagao de PCR utilizou-se: tampao 1 X da Phusion Polymerase, 200 uM de
dNTP mix, 50 ng de DNA gendmico, 0,5 uM de cada oligonucletideo e 1 U/50 pL de
Phusion High-Fidelity DNA Polymerase (NEB), em um volume final de 50 pyL. Todos
os insertos foram amplificados com primers que incluiam a sequéncia LIC especifica
para o vetor pNIC28-Bsa4 (sublinhadas nas Tabelas 5 e 6). Os produtos de PCR
foram analisados por eletroforese em gel de agarose 1,5% e purificados utilizando
Pure link PCR purification kit (Invitrogen). Os produtos purificados de PCR foram
clonados no vetor de expressdao pNIC28-Bsad4 (Figura 6, Tabela 3), usando
clonagem independente de ligagdo (LIC) (Figura 7) (STOLS et al., 2002), de acordo

com as etapas descritas a seguir. O vetor foi linearizado através da clivagem em
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dois locais, usando a enzima de restricdo Bsal. Os fragmentos de PCR e o pNIC28-
Bsa4 linearizado foram incubados com a enzima T4 DNA polimerase, no entanto o
inserto foi incubado com a enzima + dCTP e o vetor com a enzima + dGTP, o que
gerou extremidades fitas simples complementares entre inserto e vetor que
anelavam entre si. Os plasmideos recombinantes passaram por transformagao por
choque térmico usando as células competentes de E. coli MACH 1 (ThermoFisher
Scientific) (Tabela 2). As células foram semeadas em meio LB solido (10 g/L de
triptona, 5 g/L de extrato de levedura, 10 g/L de NaCl, 20 g/L de agar) contendo 50
pMg/mL de canamicina e 5% de sacarose. A sacarose foi adicionada ao meio porque
os sitios LIC no vetor pNIC28-Bsa4 sao separados por um fragmento stuffer que
contém o gene sacB de Bacillus subtilis (Figura 6), o qual permite a selegado negativa
em meio sélido contendo 5% de sacarose. A clonagem foi confirmada por PCR de
colonia e por sequenciamento de DNA (dados n&o mostrados).

Figura 6. llustragdao esquematica do vetor de expressdo pNIC28-Bsa4 e local da
clonagem. Este vetor é derivado do sistema pET e utiliza promotor de
bacteriéfago T7 (para ser utilizado com a linhagem de E. coli BL21 DE3), possui
tag para proteina de fusdo com 6xHis na regido N-terminal e sitio de clivagem
para a protease TEV apds o tag. No processo de clonagem “LIC”, a marca de
selecdo negativa sacB é substituida pelos produtos de PCR codificando para as
sequéncias de DHPS (como descrito em Stols et al., 2002). Elaborado utilizando o
software SnapGene Viewer.

T7promoter RS

o
7

,//'
//,/;,..-f Bsal
| (.

pPNIC28-Bsa4
7284 bp
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Figura 7. Esquema representativo da clonagem independente de ligagao (LIC). O gene
de interesse (GOIl) é amplificado com primers que incluem a sequéncia LIC
especifica do vetor. O vetor é linearizado através da digestdo com Bsal,
removendo o gene sacB. Inserto e vetor sdo tratados com T4 DNA polimerase,
criando extremidades fitas simples (overhangs), o que torna possivel uma
hibridizacdo de extremidades de vetor+inserto. Por fim, é feita uma transformagéo

usando E. coli (como descrito em Stols et al., 2002).

Bsalu* Bsal
5LIC \_a
N‘Llc
:;‘;‘:ti:i;;gad°opg°;n';c'{ e l Digestdo do vetor

T4 DNA pol T4 DNA
+dCTP +oGTP

C G
GTCATTTCCACCTAT CATGAAGGTTAGGTA

TACTTCCMTCCAT% AGTAMOCTCCATA‘C;

Anelamento

Fonte: Adaptado de <https://www.thesgc.org/groupprofile/9500>.

3.1.1. PCR de colénia

As reagdes para PCR de col6nia continham: tampdo 1 X da GoTaq DNA
Polimerase (Promega), 200 yM de dNTP mix, 0,5 yM de cada oligonucleotideo,
1U/50 pL de GoTaqg DNA polimerase (Promega) uma colbnia proveniente da
transformagcdo como DNA molde, em um volume final de 25 pL. Os
oligonucleotideos utilizados anelam no vetor pNIC28-Bsa4. As amostras foram
analisadas em gel de agarose 1,5%.

As colbnias utilizadas na reacdo de PCR foram inoculadas em meio LB (10
g/L de triptona, 5 g/L de extrato de levedura e 10 g/L de NaCl) contendo 50 pg/mL de

canamicina, mantendo a 37°C sob agitagdo a 700 rpm por 12 h para posterior
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purificacdo dos plasmideos recombinantes, confirmados pela PCR de colbnia,

utilizando as especificagdes do PureLink Quick Plasmid Miniprep kit (Invitrogen).

3.2. Produgao das enzimas desoxi-hipusina sintase de Leishmania major
3.2.1. Ensaio de expressao em pequena escala

Para encontrar as melhores condigdes de expressdo para a producdo das
isoformas de DHPS de L. major, todos os clones positivos foram avaliados por testes
de expressdao em pequena escala. As condicbes do teste foram adaptadas de
SAVITSKY et al., 2010.

Os vetores pNIC28-Bsa4 carregando as construgdes de DHPS passaram por
transformacgao usando as células de E. coli BL21 (DE3)-R3-pRAREZ2 (Tabela 2) para
gerar clones de expressao (Savitsky et al., 2010). Foram preparados in6culos dos
clones em 1 mL de meio LB (1% de triptona, 0,5% de extrato de levedura e 1% de
NaCl) contendo 50 pg/mL de canamicina e 34 pg/mL de cloranfenicol num bloco de
96 pogos (Sarstedt) e foi realizado o cultivo overnight num agitador de microplacas
(Titramax 101, Heidolph) a 37°C, agitando a 700 rpm. Posteriormente, 20 pL dessas
culturas saturadas foram inoculadas em 1 mL de meio Terrific broth (1,2% de
triptona, 2,4% de extrato de levedura, 0,5% de glicerol, 0,17 M de KH,PO4e 0,72 M
de KoHPO,) contendo 50 pg/mL de canamicina e incubadas a 37°C, a 700 rpm, até
atingir densidade o6ptica em 600nm (DOggonm) de 2-3. A composigdo do meio variou
durante os experimentos visando a obteng&do de proteinas mais soluveis (descrito
nos resultados).

Em seguida, a expressédo foi induzida pela adigdo de 0,1 mM de IPTG e as
culturas foram incubadas a 18°C por 16 horas, a 700 rpm. As células foram
coletadas por centrifugagédo (3000 xg durante 20 min) e ressuspendidas em 200 uL
de tampao de lise (50 mM de HEPES pH 7,5; 500 mM de NaCl; 10% de glicerol; 10
mM de imidazol; 1 mM de TCEP), contendo 0,1% de DDM (n-dodecil-B-maltosideo),
coquetel inibidor de protease (Protease inhibitor cocktail set Ill, EDTA free,
Calbiochem) a uma proporgéo de 1:200 do volume final, 0,5 mg/mL de lisosima e 50
U/mL de Benzonase Nuclease (Sigma). Apds o congelamento das células
suspensas, a -80°C por 20 min, o bloco foi colocado a temperatura ambiente por
aproximadamente 15 min, permitindo seu descongelamento. O lisado foi clarificado
por centrifugacédo (3000 xg, durante 10 min) e o sobrenadante foi transferido para
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uma placa de filtragdo de 96 pogos (Millipore) contendo 50 pyL de resina Ni-NTA
(QIAGEN). A placa foi incubada num agitador de microplacas (Titramax 101,
Heidolph) a 18°C durante 1h, a 400 rpm. A resina foi lavada com 200 yL de tampéo
de lavagem (50 mM de HEPES pH 7,5; 500 mM de NaCl; 10% de glicerol; 30 mM de
imidazol; 1 mM de TCEP) e centrifugada a 300 xg durante 1 min. O procedimento de
lavagem foi repetido mais trés vezes. Finalmente, 40 pL de tampéao de elui¢gdo (50
mM de HEPES pH 7,5; 500 mM de NaCl; 10% de glicerol; 300 mM de imidazol; 1
mM de TCEP) foram adicionados a cada pogo e as proteinas foram eluidas da
resina por centrifugagéo a 300 xg durante 3 min. Para avaliar a purificagdo de cada
proteina recombinante, o extrato total celular e as fragdes eluidas foram analisadas
por SDS-PAGE 12%.

3.2.2. Expressao da proteina recombinante em larga escala

As proteinas com maiores niveis de solubilidade passaram para purificagao
em uma escala aumentada para 6 L de cultura. A expressao e purificagdo seguiram
as etapas descritas abaixo.

Os pré-inoculos, contendo 50 mL de cultura foram crescidos overnight, a 37°C
a 150 rpm, em meio LB (1% de triptona, 0,5% de extrato de levedura e 1% de NaCl)
acrescido de 50 pg/mL de canamicina e 34 pg/mL de cloranfenicol. Essas culturas
foram inoculadas em 4 frascos contendo 1,5 L de meio TB (1,2% de triptona, 2,4%
de extrato de levedura, 0,5% de glicerol, 0,17 M de KH2PO4 e 0,72 M de KyHPO,)
acrescido de 50 pg/mL de canamicina, as quais foram cultivadas a 37°C, sob
agitacado de 150 rpm. Ao atingir uma densidade o6tica (DOgponm) de aproximadamente
1,5, as culturas foram transferidas para uma temperatura de 18°C. Apos 30 minutos
aclimatando nessa temperatura, o indutor IPTG foi adicionado a uma concentragéo
de 0,2 mM e a cultura foi incubada overnight, a 150 rpm. As células foram coletadas
por centrifugagado (15 min, 400 rpm, 4°C) e o pellet foi ressuspendido em uma
propor¢ao de 1 mL por grama de pellet de tampé&o de lise 2x (0,1 M de HEPES pH
7,5, 1 M de NaCl; 20% de glicerol; 20 mM de imidazol; 2 mM de TCEP)
suplementado com uma proporgao de 1:200 do volume final de coquetel inibidor de

protease livre de EDTA (Merck Millipore) e congelado a -80°C até o uso.
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3.2.2.1. Cromatografia de afinidade por ions metalicos imobilizados
(IMAC)

As células foram descongeladas e lisadas por sonicagao (Sonics Vibra Cell
VCX750 ultrasonic cell disrupter) por um ciclo de 4 min (5s on, 10 s off -
amplitude =35%). Uma concentragdo de 0,15% de PEIl (Polietilenimina) foi
adicionada ao lisado celular antes da clarificag&o por centrifugacdo (45 min, 4000 xg,
4°C). Aliquotas das fragdes do lisado celular e sobrenadante obtido apds clarificagéo
por centrifugagcdo foram coletadas para analise em SDS-PAGE 12%. As proteinas
alvos foram purificadas a partir do lisado celular clarificado através de cromatografia
de afinidade por ions metalicos imobilizados (IMAC) utilizando o sistema AKTA (GE)
em coluna de 5 mL HisTrap FF Crude. O sistema foi programado para 3 mL/min. As
fragdes do flow-through e as fragbes eluidas (50 mM de HEPES pH 7,5; 0,5 M de
NaCl; 300 mM de imidazol; 10% de glicerol; 1 mM de TCEP) foram coletadas para
analise em SDS-PAGE 12%. O conteudo eluido em 300 mM de imidazol foi dialisado
contra um excesso de tampé&o de gel filtragdo (20 mM de HEPES pH 7,5; 0,5 M de
NaCl; 5% de glicerol; 1 mM de TCEP), overnight a 4°C em membrana de didlise.
TEV protease também foi adicionado a membrana de dialise (numa proporgéo 15:1
de DHPS para TEV). As proteinas recombinantes com a cauda de histidina removida
mediante tal tratamento com TEV protease foram purificadas utilizando um IMAC
‘reverso” em colunas de cromatografia (cat. Number 7311550 — Bio-Rad) contendo
1 mL de resina Ni**loaded Chelating Sepharose Fast Flow. As fracdes flow-through,
lavagem com 30 mM de imidazol (60 mM de HEPES pH 7,5; 0,5 M de NaCl; 30 mM
de imidazol; 10% de glicerol; 1 mM de TCEP) e eluicdo com 300 mM de imidazol (50
mM de HEPES pH 7,5; 0,5 M de NaCl; 300 mM de imidazol; 10% de glicerol; 1 mM
de TCEP) do IMAC reverso foram coletadas para analise em SDS-PAGE 12%. As
fragbes contendo a proteina de interesse foram reunidas e concentradas até um

volume final de 5 mL.

3.2.2.2. Cromatografia de exclusao molecular
As amostras foram clarificadas por centrifugagao (10 min, 15000 rpm, 4°C) e
injetadas em uma coluna pré-equilibrada Hiload 16/600 Superdex 200 pg em tampao
de gel filtragdo (20 mM de HEPES pH 7.,5; 0,5 M DE NaCl; 5% de glicerol; 1 mM
TCEP), conectadas ao sistema AKTA (GE) programado a 0,8 mL/min. Aliquotas dos
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pocos contendo as amostras foram coletadas, separadamente, para analise em
SDS-PAGE 12%.

3.2.2.3. Cromatografia de troca iénica

Para remogado das proteinas contaminantes, para algumas proteinas foi
necessaria uma nova cromatografia. As amostras eluidas em tamp&o de gel filtragao
(20 mM de HEPES pH 7,5; 0,5 M de NaCl; 5% de glicerol; 1 mM de TCEP) foram
reunidas e submetidas a cromatografia de troca anidonica. O pl das proteinas
submetidas a tal processo foi de aproximadamente 6,5, assim ao serem submetidas
a um tampao de pH maior que 6,5, elas assumiram uma carga liquida negativa.

As amostras foram dialisadas overnight, a 4°C, contra um excesso de tampao
A composto por 20 mM de Tris pH 8,5; 30 mM de NaCl; 2 mM de TCEP. Ap0ds isso,
foram injetadas em uma coluna pré-equilibrada HiTrap Q 5 mL em tampao A,
conectadas ao sistema AKTA (GE) programado a 0,8 mL/min e por fim, foram
eluidas em tampéo B (20 mM de Tris pH 8,5; 1 M de NaCl; 2 mM de TCEP). As
fracdes eluidas foram coletadas para analise em SDS-PAGE 12%. As proteinas de
interesse selecionadas pela analise foram concentradas usando filtros
concentradores (MW cut off of 30 kDa; cat number UFC501096— Merck Millipore). A
concentragdo das proteinas foi determinada por mensuragdo da UV usando
coeficientes de extingdo molar. As amostras das proteinas foram separadas em
aliquotas, congeladas em nitrogénio liquido e acondicionadas a -80°C.

3.3. Ensaio da atividade enzimatica in vitro

O monitoramento da atividade enzimatica das desoxi-hipusina sintases de L.
major foi realizado indiretamente, mediante deteccdo da intensidade de
fluorescéncia do NADH gerado através da desidrogenagdo da espermidina na
reacdo da via catalisada por desoxi-hipusina sintase. A metodologia utilizada foi
adaptada de WOLFF; WOLFF; PARK, 2000.

A fluorescéncia emitida pelo NADH foi mensurada no espectrofluorimetro
Infinite M200 Pro (Tecan). Um meio reacional composto por 0,2 M de tampao
glicina/NaOH pH 9,2; 17 uyM de espermidina; 19 uyM de NAD+; 3,6 yM de DHPS
purificada e agua deionizada foi agitado por 3 segundos e posteriormente submetido

a excitacdo com luz ultravioleta no comprimento de onda de 355 nm e a emisséo foi
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detectada em A= 445 nm. Esses comprimentos de onda foram previamente
padronizados neste laboratério e sdo tipicos do NADH ligado a transferases
(WOLFF; WOLFF; PARK, 2000). Os experimentos foram feitor em triplicata

utilizando placas pretas de 96 pocos.

3.4.Verificacao de complementacao de ScDHPS pelas isoformas de

desoxi-hipusina sintase de L. major

3.4.1. Clonagem em vetor de expressao em levedura

Para os ensaios da verificagdo da complementagdo de ScDHS pelas
isoformas de L. major, primeiramente os genes LmDHPSA e LmDHPSB (full length)
inseridos no pNIC28-Bsa4 (descrito no tépico 3.1) foram subclonados no vetor de
expressdo em S. cerevisiae pSP-GM1 (Tabela 3) (CHEN et al., 2012). Para isso
foram realizadas técnicas de clonagem classica usando a enzima T4 ligase.

O pSP-GM1 é um vetor amplamente usado para producdo de proteina
recombinante em S. cerevisiae, possui origem de replicagdo em levedura 2 y e
marca de selecdo URA3 (CHEN et al., 2012). Esse vetor possui dois promotores
constitutivos, pTEF1 e pPGK1, o que nos permitiu além de inserir cada gene
separadamente, inserir os dois no mesmo vetor, criando as construgdes pSP-
LmDHPSA, pSP-LmDHPSB e pSP-LmDHPSAB (Figura 8).
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Figura 8. llustragdo esquematica do vetor de expressao pSP-GM1 com os locais de
insercdo dos genes LmDHPSA e LmDHPSB. A: Representacio da inser¢céo do
gene LmDHPSA. B: Representacdo da inser¢do do gene LmDHPSB. C:
Representacdo da insercdo dos genes LmDHPSA e LmDHPSB. Elaborado

utilizando o software SnapGene Viewer.

SP-GM1- LmDHPS A " pSP-GM1- LmDHPS B
p
9160 bp 8525 bp

[EADHT)

pSP-GM1- LmDHPS AB
10,281 bp

Os oligonucleotideos foram desenhados com a insergdo de uma cauda de
histidina (6xHis) e os sitios de restricdo para as enzimas BamHI (ThermoFisher) e
Hindlll (ThermoFisher), nos primers para amplificacdo da isoforma A; e Notl
(ThermoFisher) e Sacl (ThermoFisher) nos primers para a isoforma B (Tabela 7).
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Tabela 7. Sequéncia dos oligonucleotideos usados para amplificagdao das isoformas A
e B de DHPS de L. major. Em destaque nas sequéncias estdo os sitios de

restricdo (sublinhado) e a cauda de histidina (negrito).

Gene Oligonucleotideo Foward (5’-3’) Oligonucleotideo Reverse (5°-3’)
LmDHPS GAGGGATCCATGCATCATCACCATCACC GAGAAGCTTTCATTCTCCACGA
A ACATGGCGAATATTGCGGAGTC CACAGGTGAG
LmDHPS TAAGCGGCCGCAATGCATCATCACCATC CTTGAGCTCTTACGCTGCAGCC
B ACCACATGCTTGCCTCTGCCCCAG CCCTCCAG

As isoformas foram amplificadas por PCR, usando DNA plasmidial como
molde, através do protocolo descrito no topico 2.1 desse projeto e, em seguida,

purificadas seguindo especificagées do Pure link PCR purification kit (Invitrogen).

3.4.2. Digestao do vetor de expressao e dos produtos de PCR

Inicialmente, o pSP-GM1 e o produto de PCR da isoforma A de DHPS de L.
major, foram digeridos com as enzimas de restricio BamHI-FD (ThermoFischer
Scientific) e Hindlll-FD (ThermoFischer Scientific), usando o FastDigest Green
Buffer 1 X (ThermoFischer Scientific). A rea¢do foi incubada a 37°C por 60 min,
sendo que apds os 30 min iniciais, foi acrescentado 1 U/10 yL de CIP (Alkaline
phosphatase, calf intenstinal, New England BioLabs). Em uma segunda etapa, o
produto de PCR e os vetores, pSP-GM1 sem inserto e pSP-GM1 com a insergcéo da
isoforma A (pSP-LmDHPSA), foram digeridos com as enzimas de restrigao Notl-FD
(ThermoFischer Scientific) e Sacl-FD (ThermoFischer Scientific) por 60 min a 37°C,

acrescentando CIP (NEB) nas mesmas condi¢des citadas anteriormente.

3.4.3. Reacao de ligagao do vetor de expressao aos produtos de
PCR
As reacgoes de ligagao dos plasmideos com os produtos de PCR continham 1x
de tampé&o da ligase, uma proporgao de 3:1 de inserto em relagéo ao vetor, 1U/uL de
T4 DNA ligase (Invitrogen), em um volume final de 20 pl. As reagdes foram
incubadas a 14°C por 16 h. Metade do volume da reagéo de ligacéo foi utilizada para
transformacgao por choque térmico usando as células competentes de E. coli DH5a
(Tabela 2). As células foram semeadas em meio LB solido (10 g/L de triptona; 5 g/L
de extrato de levedura 5 g/L; 10 g/L de NaCl; 20 g/L de agar) contendo 50 ug/mL de
ampicilina. A clonagem foi confirmada por diagnéstico de restricdo, e por
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sequenciamento de DNA (dados ndo mostrados).

3.4.4. Transformacao de levedura

Os clones confirmados por diagndstico de restricdo foram usados para
transformacgao utilizando a linhagem de S. cerevisiae diploide VZL1444 (Tabela 1),
seguindo protocolo descrito em REECE-HOYES & WALHOUT, 2018.

A linhagem diploide utilizada apresenta o gene de interesse, DYST,
nocauteado com a insergédo do gene HIS3 (dys1A::HIS3), servindo como uma marca
de selegdo positiva, uma vez que a linhagem crescera em meios sem histidina. A
linhagem deveria ser diploide devido ao fato do gene DYS1 ser um gene essencial
em S. cerevisiae, necessitando de um alelo selvagem. Essa linhagem possui
também outros genes que podem ser usados como marca de selegdo para o
haploide de interesse, possibilitando assim a selecdo do haploide em meio
altamente seletivo, sem a necessidade da dissecc¢ao de tétrades.

A linhagem diploide usada na transformagédo apresenta, ainda, os genes
CAN1 e LYP1 nocauteados, os quais servirio como marcas recessivas para a
selecdo. CAN1 e LYP1 codificam, respectivamente, arginina e lisina permeases de
membrana plasmatica e suas delegbes conferem resisténcia a canavanina e
tialisina, respectivamente (BARYSHNIKOVA et al., 2010). Outra caracterisitca é o
gene reporter STE2pr-LEUZ2, o qual promovera a expressao do gene LEUZ apenas
em linhagens haploides do mating type a em meio de cultura sintético sem leucina
(BARYSHNIKOVA et al., 2010). Por fim, esta linhagem também possui um nocaute
no gene de resisténcia pleiotropica a drogas, PDRS (pdrb5A::kanMX).

3.4.5. Esporulagao e crescimento seletivo dos haploides de
interesse para o ensaio de complementagao
Colbnias dos diploides obtidas por transformacdo foram isoladas em meio
seletivo SC (1,7 g/L de base nitrogenada de levedura sem aminoacidos e sulfato de
amoénio; 2 g/L de um mix sintético de aminoacido; 20 g/L de glicose) contendo 100
pMg/mL de nourseotricina (Sigma-Aldrich), 300 yg/mL de G418 (Sigma-Aldrich) e
auséncia de uracila, para manter as marcas de selegdo da linhagem e do plasmideo
inserido. As culturas foram incubadas a 25°C, sob agitagdo, até o alcance da fase

estacionaria (aproximadamente 16 h). Um volume de 1 mL das culturas saturadas foi
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transferido para um meio com baixa concentragao de fontes de carbono e nitrogénio
para induzir a formagao dos esporos (20 mg/L de acetato de potassio, 40 mg/L de
adenina, 20 mg/L de histidina, 20 mg/L de triptofano, 10 mg/L de uracila, 60 mg/L de
leucina e 60 mg/L de lisina) e incubados a 25°C, sob agitagdo, por 7 dias até a
formacédo de ascos visualizados por microscopia. Os esporos foram submetidos a
um tratamento de lise para rompimento da parede dos ascos, em que 1000 uL da
cultura submetida a esporulagédo foram centrifugados momentaneamente. Apds a
remocao do sobrenadante, as células foram ressuspendidas em 100 yL de uma
solugdo contendo 1 M de sorbitol; 1 M de Tris pH 8,0; e 10 ng/mL de zimoliase
(Sigma-Aldrich) e incubadas a 37°C por 20 min. Posteriormente, foi adicionado 1 mL
de agua deionizada e esta mistura foi submetida a agitag&do vigorosa por 5 min. Apos
agitacdo, 10 uyL foram plaqueados em um meio sdélido super-seletivo para os
haploides de interesse, composto por SC (1,7 g/L de base nitrogenada de levedura
sem aminoacidos e sulfato de amoénio; 2 g/L de um mix sintético de aminoacidos; 20
g/L de glicose) na auséncia de arginina, lisina, histidina, leucina e uracila, e contendo
os antibioticos 50 pyg/mL de canavanina, 50 ug/mL de tialisina e 300 pg/mL de G418
e incubado a 25°C até a obtencdo de colbnias. A complementagédo, ou seja, o
crescimento das cepas haploide knock-out para desoxi-hipusina sintase, em
dependéncia da sequéncia codificante de DHPS de L. major foram visualizadas e
escaneadas utilizando o software VIueScan 9.

3.4.6. Analise de crescimento comparativo em Saccharomyces
cerevisiae
As linhagens capazes de suprir a delegcdo da DHPS de S. cerevisiae foram
analisadas quanto ao seu crescimento, mediante ensaio de curva de crescimento.
Uma cultura de 5 mL foi crescida a 30°C em meio SC (1,7 g/L de base
nitrogenada de levedura sem aminoacidos e sulfato de amoénio; 2 g/L de um mix
sintético de aminoacidos; 20 g/L de glicose) na auséncia de arginina, lisina,
histidina, leucina e uracila, e contendo os antibidticos 50 ug/mL de canavanina,
50 pg/mL de tialisina e 300 pg/mL de G418, até aproximadamente 1x10’
células/mL. Apoés atingir tal crescimento, as linhagens foram diluidas para uma
concentracdo de partida de aproximadamente 1x10° células/mL (DO6oonm= 0,2).
Um volume de 150 pL das células diluidas foi transferido, em triplicata, para
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microplacas de 96 pogos de fundo chato (SPL — cddigo 004393), contendo ou néo,
1mM de GC7 + 1 mM de aminoguanidina (para prevenir a degradagao do GC7 por
compostos presentes no meio de cultura, como monoamino oxidase). Os valores
de absorbéncia (DOeoonm) foram registrados, a cada 15 minutos durante um
periodo total de 14 h, pelo leitor de placas Infinte 200 Pro (TECAN).

Os dados foram normalizados subtraindo o valor da densidade oética dos
meios de cultivo sem cultura celular e os dados foram convertidos a simple moving
average, usando 4 parametros, para suavizar a curva de crescimento gerada. A
taxa de crescimento foi calculada utilizando o pacote growthcurver.R
(SPROUFFSKE; WAGNER, 2016), no software RStudio. Esse pacote permite
analisar parametros relacionados ao crescimento através da equacéao logistica de

crescimento:

K
K —No
No

Em que N(t) corresponde ao numero de células no tempo t; K € o tamanho

N(t) =

1+ Jert

maximo da populagdo; No € o numero de células no tempo O e r corresponde a
taxa de crescimento intrinseca. A taxa de crescimento intrinseca (r) das linhagens
foi utilizada para analise do crescimento comparativo. O script utilizado no RStudio
para obtencdo dos valores de interesse se encontra no Anexo |. A significancia
estatistica, com 95% de confianga, foi verificada utilizando o teste t-student, para
n=3. Alguns parametros gerados pelo growthcurver.R e o p-value, obtido pelo

teste t-student, estao descritos no Anexo II.

3.4.7. Western blot

As linhagens de interesse foram incubadas a 30°C em meio SC (1,7 g/L de
base nitrogenada de levedura sem aminoacidos e sulfato de amoénio; 2 g/L de um
mix sintético de aminoacidos; 20 g/L de glicose) na auséncia de arginina, lisina,
histidina, leucina e uracila, e contendo os antibiéticos 50 ug/mL de canavanina, 50
ug/mL de tialisina e 300 pug/mL de G418 até aproximadamente 1x10” células/mL.
As células foram coletadas por centrifugagdo e submetidas a lise mecanica. Uma
proporgcao de 1:1 de volume de tampéao de lise (200 mM de Tris pH 7,5; 2 mM de
EDTA; 2 mM de DTT; 0,2 % de Triton; 2 mM de PMSF; 1x de coquetel inibidor de
protease PLAC) por massa de pellet foi utilizado para ressuspender o pellet. As
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células foram lisadas por agitagdo, no homogeneizador de alta velocidade
FastPrep-24 (MpBio), mediante adicdo de contas de vidro para lise, usando 3
ciclos de agitagédo por 20 segundos, seguidos de 1 minuto no gelo entre os ciclos.
O extrato foi clarificado por centrifugacdo (14000 xg, 15 min, 4°C) e a
concentracdo da proteina total foi determinada utilizando o método Lowry
(OLSON, 2016). As amostras proteicas foram submetidas a eletroforese em gel de
poliacrilamida (SDS-PAGE 12%) e transferidas para membrana de nitrocelulose
através de transferéncia semisseca. A membrana foi bloqueada a temperatura
ambiente por 40 min em 10% de leite desnatado diluido em tampdo PBST 1X
((PBS 1X (137 mM de NaCl, 2,7 mM de KCI, 8 mM de Na;HPO4 e 2 mM de
KH,PO,4) adicionado de 0.05% de Tween-20)), sob agitacdo. Em seguida, as
membranas foram incubadas na presenca dos anticorpos primarios
adequadamente diluidos em PBST 1X, overnight a 4°C, sob agitacdo branda. Os
anticorpos utilizados nesse trabalho, bem como sua diluicdo estdo descritos na
Tabela 8. As membranas foram lavadas por 5 min, quatro vezes com PBST 1X e
incubadas com anticorpo secundario adequado diluido em PBST 1X por 1 h a
temperatura ambiente. As membranas, novamente, foram lavadas por 5 min,
quatro vezes com PBST 1x e foram tratadas com reagentes quimioluminescentes
(ECL-GE Healthcare) e reveladas utilizando o equipamento C-Digit (LI-COR
3600). A quantificagdo das bandas foi realizada com o software Image-J (NIH).

Tabela 8. Anticorpos utilizados nesse trabalho.

Nome Finalidade Diluicao Origem
Anti-6xHis Detecgéo da 1:5.000 Sigma Aldrich
- monoclonal de expressao
camundongo
Anti-RPL5 - Normalizador 1:25.000 Colegao do
policlonal de coelho Laboratorio
(Zanelli et al.,
2006)
Anti-hipusina — Quantificagao 1:2.000 Millipore
policlonal de coelho relativa de hipusina
Anti-elF5A total de Controle 1:10.000 Sigma Aldrich

S. cerevisiae —




policlonal de coelho

Anti-Rabbit IgG Anticorpo secundario 1:20000 Sigma Aldrich
(whole molecule) —
Peroxidade antibody

produced in goat

Anti-Mouse 1gG Anticorpo secundario 1:20000 Sigma Aldrich
(whole molecule) —
Peroxidade antibody

produced in rabbit

3.5.Analise molecular entre os sitios de ligagdao a NAD+ e GC7 em Homo
sapiens, Leishmania major e Trypanosoma brucei
3.5.1. Geracao do modelo molecular por homologia de DHPS de
Leishmania major
O modelo estrutural tridimensional da desoxi-hipusina sintase de Leishmania

major foi gerado utilizando o} software online SwissModel
(<https://swissmodel.expasy.org//interactive>). Para a construcdo deste modelo
levamos em consideracao o fato de que essa enzima provavelmente se comporta
como um heterocomplexo. Primeiramente, a sequéncia da isoforma A, no formato
FASTA, foi inserida em “Target Sequence” e, em seguida, a isoforma B foi
adicionada em “Add Hetero Target” e o programa iniciou a busca por templates. O
modelo homologo encontrado com maior cobertura e identidade foi selecionado para

constru¢cao do modelo preditivo de DHPS de L. major.

3.5.2. Sobreposigao dos sitios de ligagao a NAD e GC7

Foi realizada uma sobreposicéo estrutural entre as estruturas 3D de DHPS de
Homo sapiens (PDB: 1RQD) (UMLAND et al., 2004), Trypanosoma brucei
(PDB:6DFT) (AFANADOR; TOMCHICK; PHILLIPS, 2018) e Leishmania major
(modelo gerado por homologia conforme indicado acima), no software PyMol,
através do comando “super proteina1, proteina2”. O valor de RMSD e o numero de
atomos alinhados nessa sobreposi¢cao foi determinado pelo PyMol e esta indicado
na legenda das respectivas figuras. As sequéncias foram comparadas tanto no
PyMol, quanto em alinhamento global gerado pelo Clustal ©6mega
(<https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/>).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Clonagem das isoformas de desoxi-hipusina sintase de Leishmania
major

Para desenhar as constru¢des para as enzimas desoxi-hipusina sintase de L.
major, primeiro identificamos a sequéncia com maior similiaridade para essas
proteinas no PDB (Protein Data Bank) usando a ferramenta BLASTp. O alinhamento
identificou a desoxi-hipusina sintase de H. sapiens (ID de entrada do PDB: 1RLZ)
(UMLAND et al., 2004) como o homdélogo mais préximo dessas proteinas no PDB.
Além de mostrar a sequéncia mais similar, esse alinhamento informou as regiées do
dominio DS (deoxyhypusine synthase) para cada uma das isoformas (Figura 9).
Como visualizado na figura 9, a regido de dominio da isoforma B se encontra entre
0s aminoacidos 74 a 365. A isoforma também apresenta apenas um dominio que vai
do aminoacido 39 ao 557, apesar das insergbes nao conservadas ao longo do
dominio (em pontilhado na Figura 1).

Figura 9. Regidoes de dominio “Deoxyhypusine synthase” (pfam01916), nas isoformas
A (A) e B (B) de L. major.

A
1 100 200 300 400 s00 601
Query seq. L
Superfanilies l DS superfamily ‘
B

1 S0 100 150 200 250 300 350 379

Query seq. L R e e e P e e
Specific hits
Superfanilies DS superfamily
Fonte: Blastp
(<https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PROGRAM=blastp&PAGE_TYPE=BlastSearch&Ll
NK_LOC=blasthome>).

O alinhamento multiplo entre as sequéncias de DHPS de L. major e de DHPS
de H. sapiens (PDB: 1RLZ), usando o software de predi¢gdo de estrutura secundaria
GenThreader (Figura 10), permitiu visualizar as provaveis regides que possuem

conformacgdes de estruturas secundarias (alfa hélice em rosa e folha-f em amarelo
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na figura 10), que provavelmente serdo importantes na manutencéo estrutural da
enzima e foram mantidas nas construgcdes. Analisando os limites de dominio
conservado e a predicdo da estrutura secundaria, foram realizadas combinagdes de
primers que originaram 8 construgdes plasmidiais, 4 para cada isoforma de L. major
(Tabelas 9 e 10).

Figura 10. Alinhamento global entre as sequéncias de DHPS de Homo sapiens (1RLZ)
e as isoformas A (A) e B (B) de DHPS de Leishmania major. Alinhamento
realizado no software online GenThreader (<http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred/>). H
(em rosa): regido provavel de alfa-hélice. E (em amarelo): regido provavel de

folha beta. C (em branco): regido provavel de random coil.
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Tabela 9. Combinag¢oes de primers e construgoes geradas para a isoforma A de DHPS

de Leishmania major (LmDHPSA).

Nome da Primer Primer Residuo N- Residuo C- Tamanho do
construcao foward reverse terminal terminal produto de
PCR
LmDHPSA- LmDHPSA- LmDHPSA - Met 1 Glu 601 1833
cb001 Foward 1 Reverse 1
LmDHPSA- LmDHPSA- LmDHPSA - Met 1 Pro 576 1758
cb002 Foward 1 Reverse 4
LmDHPSA- LmDHPSA- LmDHPSA - Met 1 Ser 582 1776
cb003 Foward 1 Reverse 3
LmDHPSA- LmDHPSA- LmDHPSA - Met 1 Ser 592 1806
cb004 Foward 1 Reverse 2

Tabela 10. Combinagdes de primers e constru¢cdes geradas para a isoforma B de
DHPS de Leishmania major (LmDHPSB).

Nome da Primer Primer Residuo N- Residuo C- Tamanho do
construcao foward reverse terminal terminal produto de
PCR
LmDHPSB- LmDHPSB- LmDHPSB - Met 1 Ala 379 1167
cb001 Foward 1 Reverse 1
LmDHPSB- LmDHPSB- LmDHPSB - Pro 10 Ala 379 1143
cb002 Foward 2 Reverse 1
LmDHPSB- LmDHPSB- LmDHPSB - Ser 15 Ala 379 1128
cb003 Foward 3 Reverse 1
LmDHPSB- LmDHPSB- LmDHPSB - Lys 32 Ala 379 1077
cb004 Foward 4 Reverse 1

Fragmentos amplificados para todas as construgdes projetadas foram obtidos

por PCR (Figura 11 A) e introduzidos no vetor de expressdo pNIC28-Bsa4 via

clonagem independente de ligagdo (LIC), com 100% de sucesso nesse processo,
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confirmado por PCR de colénia (Figura 11 B) e sequenciamento de DNA (dados nao

mostrados).

Figura 11. Clonagem das constru¢ées de DHPS no vetor de expressdao pNIC28-Bsa4.
A. Fragmentos amplificados por PCR. Tamanho previsto dos fragmentos: LmA-
cb001: 1833 pb; LmA-cb002: 1758 pb; LmA-cb003: 1776 pb; LmA-cb004:1806 pb;
LmB-cb001: 1167 pb; LmB-cb002: 1143 pb; LmB-cb003: 1128 pb; LmB-cb004:
1077 pb. (Obs.: O fragmento LmDHPSA-cb002 n&o foi amplificado na primeira
tentativa) B. Gel de agarose mostrando PCRs de coldnia confirmando alguns

clones positivos (circuladas). M: 1 Kb Plus DNA Ladder (Invitrogen).
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4.2 Purificagado das enzimas desoxi-hipusina sintase de Leishmania major

4.2.1. Expressdo em pequena escala das enzimas DHPS de

Leishmania major

Para encontrar as melhores condi¢gdes de expressdo para a producdo das

enzimas DHPS de L. major, todos os clones positivos foram avaliados por ensaios
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de expressdao em pequena escala (1 mL), seguido por purificacdo via IMAC
(Imobilized-metal affinity chromatography). Este indicou que algumas proteinas
podem ser produzidas na forma soluvel (Figura 12).

Para a isoforma A de DHPS de L. major, as proteinas foram soluveis quando
o meio utilizado no ensaio de expressdo continha um excesso de sal e betaina,
sendo sua composicao final: 1% de triptona, 0,5% de extrato de levedura, 400mM de
NaCl e 5mM de betaina (Sigma Aldrich). Trés proteinas foram consideradas soluveis
para essa isoforma, LmDHPSA-cb001, LmDHPSA-cb002 e LmDHPSA-cb003.
Apesar de todas as proteinas apresentarem baixa intensidade de producado, a
proteina LmDHPSA-cb001 obteve maior nivel de solubilidade perante as demais
(Figura 12). O uso de betaina como estratégia para melhorar a solubilidade da
proteina recombinante ja foi usado anteriomente com sucesso (LEIBLY et al., 2012;
PALEG; STEWART; BRADBEER, 1984; SINGH et al., 2009; LEIBLY et al., 2012).

Para a isoforma B, o ensaio foi conduzido com o meio TB (1,2% de triptona,
2.4% de extrato de levedura, 0,5% de glicerol, 0,177M de KH.PO4 e 0,72M de
KoHPO4), porém as construgdes sé foram obtidas de forma soluvel utilizando a
linhagem de E. coli BL21, que coexpressa o complexo de chaperona GroES-GroEl
(pG-KJE8 — Taraka Bio), induzida por 3 ng/mL de tetraciclina. Esse sistema de
expressao foi o mesmo utilizado para producdo de DHPS de H. sapiens, com
sucesso, durante esse projeto (dados ndo mostrados). Nessas condi¢des, as quatro
proteinas da isoforma B de DHPS de L. major foram produzidas de forma soluvel,
sendo a LmDHPSB-cb002 a que obteve o maior nivel de solubilidade (Figura 12). As
proteinas LmDHPSB-cb002 e LmDHPSB-cb003 foram produzidas em larga escala.
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Figura 12. SDS-PAGE das fragoes obtidas a partir do teste de expressao em pequena
escala. Tamanhos previstos das proteinas: LmDHPSA-cb001: 67 KkDa;
LmDHPSA-cb002: 64 kDa ; LmDHPSA-cb003: 64,8 kDa; LmDHPSA-cb003: 66
kDa; LmDHPSB-cb001: 43 kDa; LmDHPSB-cb002: 42,6 kDa; LmDHPSB-cb003:
42 kDa; LmDHPSB-cb004: 40 kDa. M: marcador de peso molecular (PageRuler
Prestained Protein Ladder, 10kDa, ThermoFisher Scientific). LT: lisado total. E:
fragbes eluidas em 300 mM de imidazol. As proteinas destacadas em retangulo

passaram para a etapa de produ¢édo em escala aumentada.

LmDHPSA LmDHPSB
cb-001 cb-002 cb-003 cb-004 cb-001 cb-002 cb-003 cb-004
T E LTE T E LT EM M LT E LTE LTELT E
VN i :
~=
70kDa- ; .-
<-70kDa
40kDa -> ™

4.2.2. Expressao em larga escala das enzimas DHPS de Leishmania
major

Para confirmar os resultados do teste de produgcdo em pequena escala, foi
realizado um aumento de escala da producdo de uma proteina da isoforma A,
LmDHPSA-cb001 e duas proteinas da isoforma B, LmDHPSB-cb002 e LMDHPSB-
cb003, que compreendem a proteina full-length da isoforma A e duas formas
truncadas da isoforma B. A producgao das proteinas foi realizada em 6 L de meio de
cultura, utilizando os mesmos meios e linhagens de E. coli descritos no ensaio de
expressao em pequena escala.

A analise por SDS-PAGE das fragdes obtidas durante a purificacdo da
proteina LmDHPSA-cb001 (isoforma A) via IMAC (Imobilized-metal affinity
chromatography), demonstrou que a maior parte da proteina recombinante estava
presente na fragao insoluvel (Figura 13, fragdo LT). Assim, ndo foi obtido rendimento
suficiente apds o final do processo de purificacdo. Apds a proteina eluida em 300
mM de imidazol ser tratada com TEV protease, ndo houve mais deteccdo da

proteina nas demais fragbes, indicando uma possivel degradagdo da proteina
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purificada (Figura 13).

Figura 13. Teste de purificagido em larga escala da construgiao LmDHPSA-cb001.
Andlise por SDS-PAGE das fragbes obtidas por cromotografia de afinidade por
ions metalicos imobilizados (IMAC): lisado total (LT), fragdo soluvel (FS), flow-
through (FT), eluato com 300 mM de imidazol (E). Analise por SDS-PAGE das
fragbes eluidas apds tratamento com TEV protease (TEV). Segunda etapa de
purificacdo por IMAC reverso para remogdo da cauda histidina, gerando as
seguintes fragdes: flow-through (R1), lavagem com 30 mM de imidazol (R2) e
eluicdo em 300 mM de imidazol (R3). Tamanho previsto: 67 kDa. M: marcador de

peso molecular: Precision Plus Protein Unstained Protein Standards (Bio-Rad).

LMDHPSA-cb001 (IMAC)

M LT FS FT E TEV R1 R2 R3

70 kDa -

Uma nova purificagado da isoforma A foi realizada utilizando a linhagem de E.
coli que coexpressa GroES-GroEL (Tabela 2) e sem a etapa de remogao da cauda
de histidina com TEV protease, na tentativa de obter uma proteina com rendimento
suficiente até o final do processo (Figura 14). O rendimento final da produgao foi
muito baixo, aproximadamente 0,2 mg de proteina purificada por litro de cultura
bacteriana, e essa proteina ndo apresentou atividade enzimatica in vitro (dados nao
mostrados). A isoforma A de L. donovani apresenta atividade enzimatica, ainda que
muito baixa em relagdo a DHPS de humano (CHAWLA et al., 2010). Durante o
doutorado, que continuara estes ensaios, sera testada a coproducdo de LmDHPSA
juntamente com a outra enzima LmDHPSB em bactéria na tentativa de melhorar o
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rendimendo da producgao e/ou folding da isoforma LmDHPSA.

Figura 14. Segunda tentativa de purificagao em larga escala da constru¢cdo LmDHPSA-
cb001. Analise por SDS-PAGE das fragdes obtidas por cromatografia de afinidade
por ions metalicos imobilizados: lisado total (LT), fragcdo soluvel (FS), flow-through
(FT), eluato com 300mM de imidazol (E). Tamanho previsto: 67 kDa. M: marcador

de peso molecular: Precision Plus Protein Unstained Protein Standards (Bio-Rad).

LMDHPSA-cb001 (IMAC)

M LT FS FT E
S e
--

e —
} e

Para a producdo das proteinas truncadas da isoforma B, foi utilizada
cromatografia de IMAC como o primeiro passo da purificagdo (Figura 15 A e Figura
15 D). A analise por SDS-PAGE a 12% das fragbes da IMAC demonstrou que a
maior parte da proteina recombinante estava presente na fracdo insoluvel. No
entanto, esse processo de purificagdo enriqueceu com sucesso as proteinas
provenientes dos lisados celulares clarificados (Figuras 15 A e 15 D).

O tratamento com TEV protease removeu eficientemente a cauda de histina
da porgdo N-terminal das duas construgdes (Figuras 15 A e D, fragbes TEV). Para
remover as proteinas que se ligaram inespecificamente durante a primeira etapa de
IMAC e a cauda de histidina, as amostras tratadas com TEV foram submetidas a um
segundo passo de cromatografia de afinidade com Ni** (IMAC reverso). Nesta etapa,
a maioria das proteinas se encontraram na fracdo flow-through e na fracdo de
lavagem com 30 mM de imidazol (Figuras 15 A 15 D, fracbes R1 e R2), enquanto a
maioria dos contaminantes, incluindo as DHPSs contendo cauda de histidina e TEV
foram eluidos da resina com tampéao contendo 300 mM de imidazol (Figuras 15 A e

D, fragcdes R3). As fragdes R1 e R2, que continham a maior parte da proteina, foram
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reunidas para a segunda etapa de purificagdo por cromatografia de exclusdo
molecular (Figuras 15 B e 15 E).

A produgdo dessas proteinas utilizando a linhagem de E. coli BL21
coexpressando o complexo de chaperonas GroES/GroEL, resultou também na alta
expressao de chaperonas, uma vez que foram produzidas proteinas de tamanho
coincidente com Hsp60 (RYABOVA et al.,, 2013). Na tentativa de remover as
proteinas contaminantes e obter uma proteina com melhor percentual de purificagao,
foi necessaria a realizacdo de cromatografia de troca idnica (Figuras 15 C e 15 F).
Essa cromatografia foi eficaz na remogao dos contaminantes.

O rendimento final da purificagdo foi de 1,3 mg de LmDHPSB-cb002
purificada por litro de cultura e 0,6 mg de LmDHPSB-cb003 por litro de cultura. As
proteinas recombinantes nao apresentaram atividade enzimatica in vitro
separadamente ou em conjunto LmDHPSA+LmMDHPSB (dados ndo mostrados). A
auséncia de atividade enzimatica da isoforma B ja era esperada e também foi

demonstrada na desoxi-hipusina sintase de L. donovani (CHAWLA et al., 2010).
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Figura 1

A

37 kDa -

5. Purificagcdo em larga escala das construgées LmDHPSB-cb002 e
LmDHPSB-cb003. A e D: analise por SDS-PAGE das fracbes de IMAC: lisado
total (LT), fracao soluvel (FS), flow-through (FT), eluato com 300 mM de imidazol
(E). Andlise por SDS-PAGE das fragdes eluidas apos tratamento com TEV
protease (TEV). Segunda etapa de purificagao por IMAC reverso para remogao da
cauda de histidina, gerando as seguintes fragdes: flow-through (R1), lavagem com
30 mM de imidazol (R2) e eluicdo em 300 mM de imidazol (R3). B e E: analise por
SDS-PAGE das amostras apds cromatografia por exclusdo molecular. C e F:
andlise por SDS-PAGE das amostras apds cromatografia de troca ibnica.
Tamanho previsto das proteinas (com tag): LmDHPSB-cb002: 42,6 kDa;
LmDHPSB-cb003: 42 kDa. Tamanho previso (sem tag): LmDHPSB-cb002: 40
kDa; LmDHPSB-cb003: 39,6 kDa. M: marcador de peso molecular: Precision Plus
Protein Unstained Protein Standards (Bio-Rad). As proteinas destacadas em
retdngulos foram selecionadas como a proteina de interesse e as fragdes que as
continha passaram para a préxima etapa de purificagcdo ou foram coletadas para

concentracao final da proteina.

LMDHPSB-cb002 (IMAC) B LMDHPSB-cb002 (GF)

M LT FS FT E TEV R1 R2 R3

37 kDa -

c LMDHPSB-cb002 (iEX)

37 kDa -

54



D  LMDHPSB-cb003 (IMAC) E LMDHPSB-cb003 (GF)
MLT FS FT E TEV R1 R2 R3 M

37 kDa - 37 kDa

3 LMDHPSB-cb003 (iEX)

37 kDa -

4.3.Verificagdo de complementagcdo de ScDHPS pelas isoformas de

desoxi-hipusina sintase de Leishmania major

4.3.1. Clonagem em vetor de expressao em Saccharomyces

cerevisiae

As sequéncias codificantes para as duas isoformas de DHPS de L. major
foram amplificadas por PCR (Figura 16 A) e introduzidas no vetor de expressao para
S. cerevisiae, pSP-GM1, via clonagem classica, os quais foram confirmados por
diagndstico de restricdo (Figura 16 B) e sequenciamento de DNA (dados nao
mostrados). Desta forma, foram gerados clones de pSP-GM1 contendo apenas
LmDHPSA ou LmDHPSB (Conforme Figura 8 A e B )(Figura 16 B). Em seguida, um
clone de pSP-GM1-LmDHPSA foi utilizado como ponto de partida para se clonar
também uma cépia de LmDHPSB, gerando pSP-GM1-LmDHPSAB (Conforme
mapa de clonagem da Figura 8 C) (Figura 16B).
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Figura 16. Clonagem de construcdoes de DHPS de L. major no vetor de expressao pSP-
GM1. A: Fragmentos amplificados por PCR. Tamanho previsto dos fragmentos:
LmDHPSA: 1.833 pb; LmDHPSB: 1.167 pb. B: Gel de agarose mostrando
confirmagao dos clones por diagnéstico de restricdo. M: 1 Kb Plus DNA Ladder
(Invitrogen). C: vetores fechados (ndo submetidos a digestdo usando enzima de
restricao).
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4.3.2. Analise da capacidade de complementacao de DHPS de
Saccharomyces cerevisiae pelas enzimas de Leishmania major

Os plasmideos contendo as sequéncias codificantes das isoformas de DHPS
de L. major foram inseridos, via transformagao das células, na linhagem diploide
mutante heterozigoto para a delecdo do gene que codifica a enzima essencial
desoxi-hipusina sintase de S. cerevisiae, DYS1. Apds indugdo da esporulagdo, os
haploides de interesse selecionados continham a dele¢cdo de DYS1 (dys1A::HIS3) e,
tendo em vista a essencialidade desse gene para a viabilidade celular, as linhagens
sé cresceram quando as sequéncias codificantes inseridas foram capazes de
complementar essa delegéo.

O padrdao de crescimento seletivo foi comparado com o crescimento da
linhagem knockout de dys1 na presenga da sequéncia codificante de DHPS de H.
sapiens (Figura 17), espécie que ja possui sua capacidade de complementacéo
comprovada anteriormente (PARK; JOE; KANG, 1998). Nés observamos que o

56



plasmideo contendo as sequéncias codificantes para as isoformas A e B de DHPS
de L. major clonadas no mesmo vetor (Figura 8 C) foi capaz de complementar a
delegédo de DYS1 (Figura 17), uma vez que se observou o crescimento de colbnias
no meio seletivo para o haploide nocaute. Apesar da baixa similaridade estrutural
entre as desoxi-hipusina sintase de L. major e S. cerevisiae, 35% para a isoforma A
e 37% para a isoforma B, o complexo formado entre as DHPS A e B de L. major
apresentou conservacado funcional em relacdo a desoxi-hipusina sintase de S.
cerevisiae. A auséncia de correlagédo entre a porcentagem de identidade estrutural e
a capacidade de complementagcdo também ja foi demonstrada em estudos de
BILSLAND ET AL., 2016.

As enzimas DHPS A e B (Figura 17) de L. major, separadamente, ndo foram
capazes de suprir a delegdo de dys7, uma vez que nao foi observado crescimento
nessas condi¢des. O fato da complementacao funcional ter sido obtida apenas na
presenga conjunta das duas isoformas confirma a hipotese de que essas enzimas
realmente atuem como um heterocomplexo. Em Trypanosoma brucei sao
encontrados ortélogos das duas isoformas de DHPS de L. major, que também se
comportam como um heterocomplexo funcional, possuindo as deficiéncias de
residuos cataliticos de uma subunidade sendo complementadas pela outra
subunidade. A formagao desse complexo € importante tanto para atividade quanto
para a estabilidade da enzima no parasita (NGUYEN et al., 2013; AFANADOR,;
TOMCHICK; PHILLIPS, 2018). L. donovani também apresenta ortélogo para as duas
isoformas de DHPS de L. major. O ortdlogo para isoforma A apresenta atividade
enzimatica, no entanto, essa atividade é muito menor que a atividade de DHPS de
Homo sapiens. O ortélogo para a isoforma B n&do apresentou atividade funcional
(CHAWLA et al., 2010). Em T. brucei, a analise da atividade enzimatica in vitro das
isoformas separadamente, também mostrou que apenas uma das isoformas,
TbDHSc, apresentava atividade catalitica e essa atividade era 10.000 vezes menor
que a da enzima de humano (NGUYEN et al., 2013). Tendo em vista o resultado do
ensaio de complementacdo, em que as enzimas separadamente ndo supriram a
funcionalidade de dys1, é provavel que a estabilidade das isoformas de DHPS de L.

major seja maior quando complexadas, do que separadamente.
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Figura 17. Complementag¢ao funcional da dele¢dao de ScDHPS pelas isoformas de
DHPS de Leishmania major. Meio seletivo SC —arg —lys — his — leu — ura + 50

pg/mL de canavanina + 50 pg/mL de tialisina + 300 ug/mL de G418.
pSP-GM1 (vetor vazio) DHPS de Homo sapiens

DHPS A + DHPS B de L. major DHPS A del. major DHPS B deL. major

4.3.3. Anadlise do crescimento diferencial entre as linhagens

complementadas em Saccharomyces cerevisiae

Ao comparar o crescimento entre as linhagens de Saccharomyces cerevisiae
complementadas pelas sequéncias codificantes de DHPS de humano e pelos dois
paralogos de Leishmania major, observamos que a linhagem complementada por L.
major apresenta fenotipo de crescimento um pouco mais lento (Figura 18 A). Homo
sapiens obteve uma taxa de crescimento (r), de acordo com o software RStudio, de
0,831 £ 0,025, enquanto a taxa para L. major foi de 0,612 £ 0,065 (p<0,05), ou seja,
a taxa de crescimento da linhagem complementada pela DHPS de L. major foi
aproximadamente 26% inferior a de humano. (Demais paradmetros obtidos no
software RStudio e o p-value, gerado pelo teste t-student, se encontram no Anexo
II). Além disso, a hipusinagdo, em S. cerevisiae, da DHPS de L. major foi
aproximadamente 25% inferior (p<0,05) em relacdo a de DHPS de Homo sapiens
(Figura 18 B e C).
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Figura 18. Crescimento e hipusinagao diferencial entre as linhagens de S. cerevisiae

Densidade ética (600nm)

1,4

1,2

0,8

complementadas pela DHPS de H. sapiens e pelas DHPSs de L. major. A:
Crescimento relativo entre linhagens de S. cerevisiae expressando a DHPS de
humano e as DHPSs de L. major. O numero inicial de células foi normalizado para
10° células/mL e crescidas por 14 h, sob agitacdo a 30°C. Os valores de DOgoonm
foram mensurados a cada 15 min e os dados foram convertidos a simple moving
average (SMA) para suavizar a curva. Os pontos sdo mostrados como média +
SEM, n=3. B: Western blot dos extratos proteicos (80 pg) das seguintes amostras:
linhagem complementada pela DHPS de H. sapiens (Hs), linhagem
complementada pelas isoformas A e B de L. major (LmAB), linhagem diploide
(Tabela 1) transformada com a isoforma A de L. major (LmA) e linhagem diploide
(Tabela 1) transformada com a isoforma B (LmB). Anticorpos policlonais
utilizados: anti-RPL5 (normalizador), anti-hypusine e anti-elFS5A. Anticorpo
monoclonal utilizado: anti-polihistidina. C: Taxa de hipusinagdo relativa. A
quantificagdo das bandas foi realizada com o software image-J e 0s niveis
proteicos de hipusina foram normalizados pelos niveis de L5 e plotados em
unidades relativas a hipusinacdo da DHPS de H. sapiens. Os valores sao
mostrados como média + SEM, n=3. [*] p-value<0,05 para T-student test. P: pellet,

fracao insoluvel. SN: sobrenadante, fragéo soluvel.
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As isoformas LmDHPSA e LmDHPSB foram clonadas com uma cauda de
histidina (6xHis) que permite sua deteccdo por western blot (Figura 18 B). Em
Saccharomyces cerevisiae, a isoforma A soO foi detectada em coexpressdo com a
isoforma B, ou seja, na linhagem complementada pelas duas isoformas. Na
linhagem diploide (Tabela 1) expressando apenas a isoforma A (LmDHPSA), ndo
houve deteccdo da producido da proteina nas fragdes insoluveis e soluveis, o que
pode indicar que essa proteina, na auséncia da isoforma LmDHPSB, seja
degradada. Como a construgdo pSP-GM1-LmDHPSA foi utilizada para gerar a
construcdo pSP-GM1-LmDHPSAB, que gerou a linhagem complementada e nessa
linhagem houve a deteccdo de ambas isoformas, o problema n&o se deve a
construcdo em si, ou ao processo de clonagem, reforcando a hipotese de que a
isoforma A necessita da isoforma B para ser produzida em S. cerevisiae. A isoforma
B foi produzida tanto na linhagem diploide quanto na complementada (Figura 18 B).

4.3.4. Anadlise da sensibilidade ao GC7 usando ensaio de

crescimento comparativo em Saccharomyces cerevisiae

Apesar de ser um dos mais conhecidos inibidores da DHPS (BANDINO et al.,
2014; OLIVERIO et al., 2014; ZHOU et al., 2017), GC7 apresentou baixo potencial
inibitério na DHPS de L. major, utilizando o ensaio em S. cerevisiae (Figura19). A
linhagem de S. cerevisiae complementada pelas isoformas A e B da DHPS de L.
major, praticamente n&o foi sensivel ao GC7 a uma concentracdo de 1 mM,
concentragdo esta em que nota-se inibicao da taxa de crescimento pela linhagem
complementada pela DHPS de humano (Figura19) (Os valores de taxa de
crescimento, tempo de geragdo e capacidade de carga obtidos pela analise destas

curvas de crescimento encontram-se no Anexo Il).
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Figura 19. Efeito do GC7 no crescimento celular entre linhagens de S. cerevisiae
expressando a DHPS de humano e as DHPSs de Leishmania major. O
ndmero inicial de células foi normalizado para 10° células/mL e crescidas na
presenga ou auséncia de GC7 + aminoguanidina, nas concentragdes indicadas na
figura, por 14 h, sob agitagdo a 30°C. Os valores de DOggonm foram mensurados a
cada 15 min e os dados foram convertidos a simple moving average (SMA) para

suavizar a curva. Os pontos sdo mostrados como média + SEM, n=3.
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Em Leishmania donovani, GC7 também apresentou um baixo efeito inibitorio,
em ensaio usando apenas a isoforma ativa da DHPS (CHAWLA et al., 2010). Isso é
um fato curioso, uma vez que em Trypanosoma brucei, GC7 foi capaz de inibir a
atividade da DHPS, 1Cso = 1,5 yM £ 0,15 (NGUYEN et al., 2013). O fato de essa
enzima possivelmente apresentar diferengcas de afinidade a um analogo de
substrato, até mesmo com outros tripanossomatideos, amplia a possibilidade de

encontrar moléculas mais especificas para essa espécie.

4.4.Comparagcio entre os sitios de ligagido a NAD* e GC7 de Homo
sapiens, Leishmania major e Trypanosoma brucei

4.4.1. Geracao do modelo molecular por homologia de DHPS de

Leishmania major

Baseado na estrutura cristalografica da desoxi-hipusina sintase de T. brucei
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(ID PBD: 6DFT) (AFANADOR; TOMCHICK; PHILLIPS, 2018), o homdélogo mais
préximo com estrutura depositada, gerou-se um modelo molecular comparativo da
desoxi-hipusina sintase de L. major (Figura 20). O modelo gerado apresentou 51%
de identidade em relagdo a estrutura 6DFT, alta cobertura e um valor de QSQE
(estimativa da qualidade da estrutura quaternaria) de 0,82, o que indica uma boa
acuracia do modelo predito gerado. Esse modelo constitui um tetramero formado por
dois heterodimeros, cada um contendo uma subunidade da isoforma A e uma da
isoforma B. Por possuir varias extensdes em sua sequéncia, em relacdo a enzima
de humano e de T. brucei, a configuragao 3D apresenta conformagdes indefinidas
(representadas por loops), porém isso néo atrapalhara as analises iniciais, devido a

alta sobreposi¢ao nos sitios de ligagédo a NAD e GC7.

Figura 20. Modelo molecular comparativo da desoxi-hipusina sintase de Leishmania
major. Modelo de tetrdmero de desoxi-hipusina sintase de L major (magenta) em
sobreposicdo com um dos tetrdmeros da estrutura critalografica de T. brucei
(verde) (Adaptado da estrutura do PDB 6DFT, que apresenta 3 tetrdmeros
diferentes na unidade assimétrica). O NAD® esta representado por esferas
vermelhas e azuis. O modelo foi obtido através do SwissModel e a sobreposicao

foi realizada no software PyMol.
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4.4.2. Comparagao entre os sitios de ligagcao a NAD e GC7

A sobreposigcédo entre as configuragdes tridimensionais das proteinas de T.
brucei e L. major no PyMol, permitiu analisar os aminoacidos dos sitios de ligagao a
NAD e GC7, uma vez que essas regides tendem a ser conservadas.

Em T. brucei, a interface dos dimeros possui um sitio ativo que compartilha
aminoacidos entre um sitio cataliticamente funcional e outro ndo funcional (n&o
possui a lisina catalitica) (AFANADOR; TOMCHICK; PHILLIPS, 2018) (Figura 21). O
modelo proposto concorda com essa configuragédo, sendo possivel que a enzima de
L. major se comporte da mesma maneira que a de T. brucei. No modelo de L. major
gerado por homologia, as cadeias A e C teriam sitios cataliticamente ndo funcionais

em sua interface e as cadeias B e D teriam sitios funcionais.

Figura 21. Representagcao da interface dos dimeros contendo um sitio de ligagao a
NAD cataliticamente ativo e outro nao funcional. t: T. brucei (verde). L: L.
major (magenta). As moléculas de NAD provenientes da estrutura de T. brucei
estdo no centro da figura em vermelho. As proteinas de T. brucei (6DFT) e L.
major (modelo por homologia gerado no SwissModel) foram sobrepostas no
PyMol com 2044 atomos alinhados a um RMSD= 0,924 A.
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Os sitios funcionais das enzimas de L. major e T. brucei apresentam alta
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conservagao nos locais de ligagdo ao NAD e GC7, em relagédo a enzima de H.
sapiens (Tabelas 11 e 12), ao contrario do sitio ndo funcional. O sitio inativo (n&o
funcional) carece de residuos essenciais para a atividade enzimatica, no entanto é
capaz de se ligar ao NAD e sua presenga parece ser requerida na enzima para
orientar e estabilizar a ligagdo de outro NAD™ ao sitio ativo. Mutagdes sitio dirigidas
em alguns residuos do sitio inativo mostraram que ndo houve interferéncia na
atividade enzimatica, mas sim em sua estabilidade (AFANADOR; TOMCHICK;
PHILLIPS, 2018).

O sitio ativo de ligagdo ao NAD é composto majoritariamente por aminoacidos
da isoforma B de L. major ou por residuos de TbDHSp, sendo esses 0s que

apresentam maior conservagado com a enzima de H. sapiens (Tabela 11).

Tabela 11. Comparagao entre os residuos dos sitios de ligagao a NAD entre Homo
sapiens, Trypanosoma brucei e Leishmania major. c: aminoacidos
pertencentes as enzimas cataliticas (LmDHPSA e TbDHSc). p: aminoacidos

pertencentes as enzimas nao cataliticas (LmDHPSB e TbDHSp).

Homo Trypanosoma brucei Leishmania major
sapiens Sitio Sitio nao Sitio Sitio nao
funcional funcional funcional funcional
F54 F49c L40p F48c L84p
T104 T71p T98c T114p S108c
S105 S72p A99c S115p A109c
N106 N73p N100c N116p N110c
L107 L74p L101c M117p L111c
S109 S76p G103c S119p G113c
T131 T98p S161c S141p S184c
A132 A99p G162c A142p G185¢
G133 G100p G163c G143p G186¢c
E136 E103p E166¢ E146p E189c
E137 E104p H167c E147p H190c
A235 A210p S323c A253p S395¢c
D238 D213p D326¢ D256p D398c
G239 G214p G327c G257p G399c
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S240 S215p D328c S258p D400c
G282 G260p G371c G301p G488c
G283 A261p G372c G302p G489c
G284 G373c G262p G490c G303p
V285 V374c L263p V491c L304p
H288 H377c H266p H494c H307p
1306 V280p L395¢c V321p L512¢c
N307 T281p N396¢ T322p N513c
T308 T282p N397¢c T323p N514c
A309 G283p A398c G324p G515¢
D313 D402c D287p D519¢c D328p
S315 S404c C289p S521c C330p
D316 D405¢c E290p D522¢c V331p
S317 S291p A406¢c S332p A523c
A341 G315p S430c G356p G547c
D342 D316p E431c D357p E548c
A343 A317p V432c A358p V549c

As fungbes de alguns residuos nao conservados entre T.brucei e L. major,

(em negrito na Tabela 11) serdo investigadas futuramente por ensaios de

mutagénese sitio-dirigida.

Como demonstrado na Figura 22, a composigdo dos residuos de ligagdo ao

NAD na interface do sitio cataliticamente funcional se mantem conservada entre as

DHPS de H.sapiens, T. brucei e L. major. Ja no sitio cataliticamente n&o funcional, a

composi¢cado das DHPS de T. brucei e L. major € muito alterada em relagdo a DHPS

de H. sapiens (Figura 23). Apesar da composigcédo alterada, os aminoacidos s&o

similares ao da enzima de humano, com exce¢ao do V331p de L. major e do S430c

de T. brucei.
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Figura 22. Residuos de ligacdao a NAD no sitio funcional. h: H. sapiens (azul). t: T. brucei
(verde). L: L. major (magenta). A molécula de NAD de T. brucei sobreposta ao
NAD de H. sapiens se encontra na cor cinza. As proteinas de H. sapiens (1RQD),
T. brucei (6DFT) e L. major (modelo por homologia gerado no SwissModel) foram
sobrepostas no PyMol com 2744 atomos alinhados a um RMSD= 0,914 A.

A253L
L A235h

a5 C o
A132h

~ A99t
A142L

s2a 1

Figura 23. Residuos de ligagcdo a NAD no sitio catalicamente nao funcional. h: H.
sapiens (azul). t: T. brucei (verde). L: L. major (magenta). A molécula de NAD de
T. brucei sobreposta ao NAD de H. sapiens se encontra na cor cinza. As proteinas
de H. sapiens (1RQD), T. brucei (6DFT) e L. major (modelo por homologia gerado
no SwissModel) foram sobrepostas no PyMol com 2744 atomos alinhados a um
RMSD= 0,914 A.

A523L
406t
A235h
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No sitio de ligacdo ao GC7, os aminoacidos tendem a ser mais conservados

com a enzima de humano nas isoformas cataliticas de L. major e T. brucei,

LmDHPSA e TbDHSc (Tabela 12). As fungbes dos aminoacidos ndo conservados

entre a DHPS de L. major e a DHPS de T. brucei serdo investigadas futuramente.

Tabela 12. Comparagio entre os residuos dos sitios de ligagdo a GC7 a 6A de

distdncia entre Homo sapiens, Trypanosoma brucei e Leishmania major. c:

aminoacidos pertencentes as enzimas cataliticas (LmDHPSA e TbDHSc). p:

aminoacidos pertencentes as enzimas nao cataliticas (LmDHPSB e TbDHSp) Os

aminoacidos nao conservados, na mesma posi¢cdo no modelo, entre L. major e T.

brucei estao destacados em negrito.

Homo sapiens

Trypanosoma brucei

Leishmania major

Sitio Sitio nao Sitio Sitio nao

funcional funcional funcional funcional
N106 N73p N100c N116p N110c
R165 R132p H207c R175p R248c
1166 V133p F208c 1176p F249c
G167 G134p G209c G177p G250c
V171 V138p Y213c V181p Y254c
S240 S215p D328c S258p D400c
D243 D218p E331c D261p S403c
H288 H377c H266p H494c H307p
N292 N381c R270p N498c R311p

L295 L384c - L501c -

G314 G403c G288p G520c G329p
S315 S404c C289p S521c C330p
D316 D405c E290p D522¢c V331p
E323 E412c A297p E529c D340p
W327 W416c¢ N301p W533c C344p
K329 K418c L303p K535¢c L346p

A composicdo do sitio cataliticamente funcional proposto para T. brucei e

nesse modelo preditivo de L. major manteve a conservagao com o sitio de humano,

apresentando os residuos necessarios para a ligagdo ao GC7. De acordo com o

modelo representado pelo PyMol, & proposto que ocorram ligagdes de hidrogénio

entre o grupo guanil de GC7 e E529, G520 e S521 em L. major. Além disso, os

residuos K535 e W533 estédo corretamente posicionados em dire¢do ao GC7 (Figura

24).
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Figura 24. Residuos de ligagdo a GC7 no sitio catalicamente funcional. h: H. sapiens
(azul). t: T. brucei (verde). L: L. major (magenta). A molécula de GC7 proveniente
da estrutura 1RQD se encontra em azul escuro. As proteinas de H. sapiens
(1RQD), T. brucei (6DFT) e L. major (modelo por homologia gerado no
SwissModel) foram sobrepostas no PyMol com 2744 atomos alinhados a um
RMSD= 0,914 A.

E323h E529L

Fonte: PyMol.

O sitio ndo funcional apresenta uma significativa alteragdo na composicéo de
aminoacidos, restringindo o tamanho do sitio e, consequentemente, dos compostos
capazes de interagirem com ele, sendo assim incapaz de catalisar a formagéao do
intermediario enzima-substrato. Algumas dessas alteragbes, em L. major, foram:
substituicdo da lisina essencial para ligagdo a espermidina por uma leucina (L346) e
a substituicdo de uma asparagina por uma arginina (R311), adicionando uma carga
positiva préximo ao grupo amino de GC7 e impedindo a ligagao idnica (Figura 25).
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Figura 25. Residuos de ligagao a GC7 no sitio catalicamente nao funcional. h: H.
sapiens (azul). t: T. brucei (verde).L: L. major (magenta). A molécula de GC7
proveniente da estrutura 1RQD se encontra em cinza. As proteinas de H. sapiens
(1RQD), T. brucei (6DFT) e L. major (modelo por homologia gerado no
SwissModel) foram sobrepostas no PyMol com 2744 atomos alinhados a um
RMSD= 0,914 A.

G314h

‘wmm
“H288h
H266t

Fonte: PyMol.

Essas analises moleculares deixaram alguns questionamentos que serao
abordados futuramente com estudos de mutagénese sitio-dirigida, seguidos de
ensaio de complementagdo em S. cerevisiae, ensaio enzimatico e ensaios sobre a
estabilidade da proteina. Futuramente, serdo investigadas as fungdes das inserg¢des
na sequéncia da isoforma A e dos residuos ndo conservados entre T. brucei e L.
major. Também ser&o analisadas as fungdes dos aminoacidos no sitio ativo e suas
potenciais contribuicbes na atividade e estabilidade da enzima. Essas investigagbes
podem auxiliar no entendimento da auséncia de sensibilidade do GC7 e na busca de
novos compostos com potencial interacdo a DHPS de L. major.

69



5. CONCLUSAO

Foi realizada a clonagem de varias versdes das isoformas LmDHPSA e
LmDHPSB para produgdo em E. coli. No entanto, apesar de ter sido possivel sua
producgao e purificagdo, nao foi observada atividade enzimatica in vitro. Além disso,
houve bastante dificuldade para producédo e purificacdo de LmDHPSA em E. coli.
Estes resultados sugerem que LmDHPSA, ou ambas isoformas, n&o foi/foram
produzida(s) com sua conformagéao correta em E. coli.

LmDHPSA e LmDHPSB também foram clonadas em vetor de expressao de
Saccharomyces cerevisiae e, posteriormente, tentou gerar-se uma linhagem
hapléide expressando uma de cada ou ambas isoformas como unica fonte de DHPS
na célula para ensaio de complementacdo. A capacidade de complementacao
funcional foi obtida apenas na presencga conjunta das duas isoformas, confirmando a
hipétese de que essas enzimas atuem como um heterocomplexo, como a DHPS de
Trypanosoma brucei.

A linhagem de S. cerevisiae expressando as enzimas DHPS de L. major
apresentou taxa de crescimento e hipusinagao, aproximadamente, 25% inferior a
linhagem expressando a DHPS de humano.

O potente inibidor da DHPS descrito na literatura, GC7, ndo mostrou
capacidade inibitéria significativa na linhagem de S. cerevisiae expressando as
enzimas DHPS de L. major.

Um modelo estrutural gerado por homologia prediz que a enzima DHPS de L.
major seja um tetrdmero, formado por um sitio ativo compartilhado, contendo um
sitio cataliticamente funcional e outro ndo funcional (ndo possui o residuo catalitico).
O sitio funcional apresenta alta conservagao nos locais de ligagdo a NAD e GC7, em
relacdo a enzima de humano e T. brucei, ao contrario do sitio ndo funcional. O sitio
funcional de ligacdo a NAD seria composto majoritariamente por aminoacidos de
LmDHPSB, enquanto que o sitio funcional de ligagdo a GC7, pela LmDHPSA.

As analises moleculares deixaram alguns questionamentos que seréo
abordados futuramente. Ser&o investigadas as fungdes das insergdes na sequéncia
da isoforma A e dos residuos n&o conservados entre T. brucei e L. major. Também
serdo analisadas as fung¢des dos aminoacidos no sitio ativo e suas potenciais

contribuigdes na atividade e estabilidade da enzima. Essas investigagbes podem
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auxiliar no entendimento da auséncia de sensibilidade do GC7 e na busca de novos

compostos com potencial interagdo a DHPS de L. major.
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ANEXO |

Script para analise das curvas de crescimento usando o pacote R:

## Re-written 2012-11-03 B. D. Ripley

useDynLib(bitops)

export(bitFlip, bitAnd, bitOr, bitXor, bitShiftL, bitShiftR, cksum)
rm(list = Is(all=TRUE))

library(growthcurver)

setwd("C:\\Users\\nome do usuario\\Desktop\\nome da pasta em que esta
anexado o arquivo")

dados <- read.csv("nome do arquivo.CSV",header = T,sep =";", quote = "\"",

dec="")

dados$Time <- dados$Time/60/60
curval<-SummarizeGrowth(dados$Time,dados$dados de interesse)
plot(curval)

curvai$vals
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ANEXO Il

Output do pacote growthcurver.R para as curvas de crescimento analisadas
neste trabalho:

k: carrying capacity parameter.

t-gen: fastest possible generation time.

r: growth rate.

Os valores de k e r foram obtidas com o pacote growthcurver.r de acordo com a
seguinte equacgéo logistica:
K

K —No
No

N(t) =

1+ Jert
N(t) = numero de células no tempot; No = numero de células no tempo 0

K = tamanho maximo da populacgao; r = taxa de crescimento intrinseca.

O tempo de geracéo foi calculado da seguinte forma:

In2
tdt = —
T

tor = tempo de geragdo; r = taxa de crescimento.
*P-value de r obtido mediante teste estatistico t-student, para n=3, comparando, na
primeira tabela, o crescimento entre uma linhagem complementada por um

homdlogo e outro e na segunda tabela, comparando as linhagens na condigéo
tratada (GC7 1 mM ) e n&o tratada (GC7 0 mM).

Quadro 1. Valores obtidos para analises da curva de crescimento da Figura 18.

Linhage | Amos r Média | p-value k Média | t_gen | Média
m tras (r) (r)* (k) (t_gen)
HsDHPS 1 0,818 1,169 0,847
2 0,816 | 0,8313 1,179 1,167 0,85 0,843
3 0,86 | £0,025 | 0,0056 | 1,155 0,806
LmDHPS 1 0,608 1,217 1,141
AB 2 0,549 | 0,6123 1,282 1,233 1,262 1,141
3 0,68 | £0,065 1,201 1,019
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Quadro 2. Valores obtidos para analises da curva de crescimento da Figura 19.

Linhage | Amos r Média | p-value k Média | t_gen | Média
m tras (r) (r)* (k) (t_gen)
HsDHPS 1 0,895 0,975 0,775
GC70 2 0,891 | 0,854 0,992 1,043 | 0,778 | 0,816
mM 3 0,775 | 0,068 1,161 0,895
HsDHPS 1 0,709 0,071 1,105 0,978
1mM 2 0,717 | 0,714 1,077 1,093 | 0,967 | 0,970
GC7 3 0,717 | 0,004 1,098 0,966
LmDHPS 1 0,884 0,839 0,784
AB GC70 2 0,742 | 0,794 1,101 0,998 | 0,934 | 0,878
Mm 3 0,755 | 0,078 1,055 0,918
LmDHPS 1 0,715 0,395 1,111 0,970
AB GC7 1 2 0,728 | 0,745 1,114 1,112 0,953 | 0,933
mM 3 0,792 | 0,041 1,111 0,875
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