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RESUMO

Corynebacterium pseudotuberculosis € uma bactéria gram-positiva causadora da
Linfadenite Caseosa (LC) em caprinos e ovinos. A LC é uma doenca infectocontagiosa
cronica que prejudica a producdo de carne, leite e 1& em varios paises, incluindo o
Brasil. Uma vez que o tratamento da doenca € muitas vezes inviavel e ineficaz, a
eliminacdo dos animais infectados no rebanho tem sido uma das principais medidas
de contencéo da enfermidade. Varios grupos de pesquisa vem se dedicando ao estudo
de C. pseudotuberculosis visando a identificacdo de fatores moleculares envolvidos
na viruléncia e patogenicidade durante a infeccdo. Embora alguns destes
componentes ja tenham sido descritos, como a fosfolipase D, novos estudos séo
necessarios para que seja possivel compreender as diversas interacfes regulatorias
gue sdo intrinsecas a esse microrganismo, assim muitos grupos de pesquisas
produzem de forma recombinante a enzima transaldolase de C. pseudotuberculosis,
envolvida na glicdlise e no metabolismo das pentoses-fosfato a fim de buscar
inibidores que possam controlar sua agédo enziméatica. Nesse contexto, os flavonoides
sdo compostos polifendlicos encontrados nas plantas e, em alguns casos, atuam
como inibidores de infec¢des por microrganismos. Assim, a motivagéo deste trabalho
consistiu em identificar e quantificar uma possivel interacao do flavonoide morina com
a enzima transaldolase, a fim de bloguear a atividade de replicacdo e infec¢édo de LC.
Deste modo os objetivos desse estudo foram realizar a expressao, purificacdo, a
caracterizacao da estrutura secundaria e estabilidade térmica por dicroismo circular e
verificacdo de interacdo entre transaldolase e morina por espectroscopia de
fluorescéncia da proteina transaldolase. Os resultados da expressao mostram que a
proteina transaldolase com 40kDa foi purificada em cromatografia de afinidade
seguida de cromatografia de exclusdo molecular. A sua estrutura secundaria
apresentou 74% de alfa hélice, 0% de folha beta, 7,9% de al¢as e 18,1 % de estruturas
aleatorias. A analise da desnaturagdo térmica mostrou que a temperatura de melting
foi de 48°C, indicando que a proteina € estavel. A interacdo entre Morina e
Transaldolase apresentou mecanismo de supressédo estaticodinamico, com uma
constante de associacdo moderada e um sitio de interacdo. A analise termodinamica
mostrou que o processo de interacdo € espontdneo AG<0, endotérmico AH>0 e
entropico AS<0. Assim, sabendo-se que a proteina Transaldolase € a proteina chave
no processo das infec¢cdes por Corynebacterium pseudotuberculosis e considerando

as propriedades antibacterianas e antiproliferativas do flavonoide morina, sugere-se



gue este composto possa ser investigado para 0s seus usos especificos. Sugere-se
gue a interacéo da transaldolase com a Morina possa exercer um papel de carreador
ou seja, uma forma pela qual a proteina leva a molécula para o local que ela atua, e,

assim, a Morina consiga realizar sua funcao antiproliferativa e bloquear as infeccoes.

Palavras-Chaves: Corynebacterium pseudotuberculosis. Transaldolase. Morina.

Espectroscopia de fluorescéncia.
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ABSTRACT

Corynebacterium pseudotuberculosis is a gram-positive bacterium which causes
Caseous Lymphadenitis (CL) in small ruminants. CL is a chronic infectious disease
which impairs meat, whool and milk production in many countries including Brazil.
Once the treatment for CL is not efficient, removing affected animals from herds
represents one of the major strategies to prevent the disease from spreading. Many
research groups have been looking for molecular components in C.
pseudotuberculosis that are involved in virulence and infection, among which
phospholipase D stands out as the major one described so far. However, new studies
are necessary for the understanding of the microorganism’s biology, including its
intrinsic regulation mechanisms. The object of study of this work was the enzyme
transaldolase involved in glycolysis and in the metabolism of pentoses-phosphate,
necessary for the formation of nucleic acids that the bacterium uses to replicate in
order to find inhibitors that can control its enzymatic action. In this context, flavonoids
are polyphenolic compounds found in plants and, in some cases, act as inhibitors of
infections by microorganisms. Thus, the purpose of this work is to identify and quantify
a possible interaction of the flavonoid morin with the enzyme transaldolase, in order to
block LC’s replication activity and infection. The objectives of this study included
expression and purification of C. pseudotuberculosis’s transaldolase protein, the
characterization of the secondary structure and thermal stability by circular dichroism
and the study of the interaction between transaldolase and morin by fluorescence
spectroscopy. The transaldolase protein, with approximately 40kDa, was purified on
affinity chromatography followed by molecular exclusion chromatography. Its
secondary structure had 74% of alpha helix, 0% of beta sheet, 7.9% of loops (turn) and
18.1% of random structures. The thermal denaturation analysis showed that the
melting temperature is 48 °C, indicating that the protein is stable. The interaction
between Morina and Transaldolase presented a static-dynamic suppression
mechanism, with a moderate association constant and one interaction site. The
thermodynamic analysis showed that the interaction process is spontaneous AG <0,
endothermic AH> 0 and entropic AS <0. Thus, with the knowledge that Transaldolase
protein is the key protein in the process of Corynebacterium pseudotuberculosis
infections and considering the antibacterial and antiproliferative properties of the

flavonoid morine, it is suggested that this compound can be investigated for its specific



uses. It is suggested that the interaction of transaldolase with Morina may play a role
of carrier, that is, a way in which the protein takes the molecule to the place it acts, and

thus Morina can perform its antiproliferative function and block the Infections.

Keywords: Corynebacterium pseudotuberculosis. Transaldolase. Morin. Fluorescence
spectroscopy.
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1- INTRODUCAO

1.1 - Corynebacterium pseudotuberculosis e a Linfadenite Caseosa

O género Corynebacterium pertence ao grupo dos actinomicetos, que
também engloba outros microrganismos patogénicos para animais, incluindo,
Mycobacterium, Nocardia e Rhodococcus (DORELLA et al., 2006). Essas 8
bactérias gram-positivas pertencem ao grupo CMNR e compartilham certas
caracteristicas da parede celular incluindo espessura, presenca de acidos
micélicos, 4cidos graxos saturados e insaturados, além de um alto contetdo das
bases guanina e citosina no seu genoma (BAYAN et al., 2003; DORELLA et al.,
2006).

Corynebacterium pseudotuberculosis sdo bactérias intracelulares
facultativas (PATON et al., 2003; BAIRD, FONTAINE, 2007), pleomérficas,
imoveis, desprovidas de esporos (MEYER et al., 2005; MCKEAN, DAVIES,
MOORE, 2007), medindo entre 0,5 - 0,8 mm por 1,0 — 3,0 mm (COSTA, 2002).
Sao microaerdfilos (5% de gas carbodnico), mas toleram condicbes de aerofilia
em meios de cultura (LEARDINI et al., 2002).

Esse microrganismo possui variagdes bioquimicas, principalmente quanto
a sua habilidade de fermentacdo. S&o catalase e urease positivos, fermentam
carboidratos (ribose e glicose) sem a producdo de gas, e ndo fermentam a
lactose (COSTA, 2002). Ndo possuem atividade proteolitica, sendo, portanto,
incapazes de hidrolisar a gelatina ou digerir a caseina (QUINN et al., 1994;
SONGER et al., 1998). Além disso, apresentam multiplicacdo facilitada em
temperaturas ao redor de 37°C (GUEDES,2015; COSTA, 2002).

C. pseudotuberculosis dois biotipos denominados ovis e equi, que sdo
classificados pela sua capacidade ou incapacidade de produzir a enzima nitrato-
redutase, a qual permite a conversao do nitrato em nitrito (LEARDINI et al., 2002;
BELCHIOR et al., 2006). O biotipo equi € capaz de reduzir o nitrato a nitrito,
enquanto o biotipo ovis ndo possui essa caracteristica (COSTA, 2002). Assim, a
classificacdo dos biotipos de C. pseudotuberculosis por técnicas de biologia

molecular, particularmente usando PCR e enzimas de restricdo, tem ratificado a
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classificacdo com base bioquimica pela redu¢do ou ndo do nitrato (BAIRD,
FONTAINE, 2007).

Os fatores de viruléncia desse género tem papel fundamental na adeséao,
invasdo, colonizagdo, propagacdo e na evasdo do sistema imune do
hospedeiro (GUEDES, 2015). A enzima fosfolipase D € encontrada nas
linhagens de C. pseudotuberculosis (SONGER et al., 1988) e possui acdo de
exotoxina glicoproteica ou citotoxina capaz de hidrolisar a esfingomielina,
enfraguecendo as membranas celulares do hospedeiro e favorecendo a infeccao
pelo microrganismo (PEPIN, BISRAME, MARLY, 1989; BAIRD, FONTAINE,
2007). A fosfolipase D ativa os ions célcio e magnésio e promove a lise de
eritrocitos ovinos e bovinos nos meios de cultura (SMITH, 2003), sendo
considerada o principal fator de viruléncia de C. pseudotuberculosis (LIPSKY et
al., 1982; HODGSON et al., 1999).

Esse patdgeno tem sido relacionado, em diferentes paises, a diversas
sindromes clinicas nos equideos e em ruminantes domésticos em geral,
caracterizadas pela formacdo de abscessos e/ou linfangite (DOHERR et al.,
1998). No entanto, pelo menos 25 casos de infeccdo em humanos por C.
pseudotuberculosis ja foram descritos, sendo que a maior parte deles foi
associada principalmente ao contato com animais portadores da bactéria
(DOHERR et al., 1998).

Em ovinos e caprinos as infec¢gbes causadas por C. pseudotuberculosis
determinam a linfadenite caseosa (LC), doenca popularmente conhecida como
“mal do carogo”, “furunculo ovino” ou “sindrome da ovelha magra” (PAULE et al.,
2003), que possui importancia mundial em decorréncia da alta prevaléncia e
prejuizos econdmicos causados nos rebanhos (BINNS, BAILEY, GREEN, 1999;
RIBEIRO et al., 2001; BAIRD, FONTAINE, 2007). A LC é caracterizada por um
guadro de abscesso dos linfonodos que apresentam material seco e provoca a
reducédo na producéo de carne e leite, depreciacao da |a, gastos com tratamento
e honorarios veterinarios, retardo no desenvolvimento dos animais, condenacgao
de carcacas, deficiéncias nos indices reprodutivos do rebanho, descarte precoce
e morte ocasional de animais (RIBEIRO et al.,, 2001; VALE et al.,, 2003;
RADOSTITS, BLOOD, GAY, 2007).
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A linfadenite caseosa tem ampla distribuicdo no continente europeu,
estando presente, por exemplo, na Franga, Inglaterra, Holanda e Espanha.
Casos dessa doenca também j& foram descritos na Oceania e Ameéricas,
abrangendo a Austrdlia, os Estados Unidos, Cuba e Venezuela (BAIRD,
FONTAINE, 2007; RUIZ et al., 2007). O Brasil tem relatado altos indices de
prevaléncia da LC principalmente na regiao nordeste, onde se concentra a maior
parte dos rebanhos caprinos no pais. No entanto, ha relatos de que a prevaléncia
da LC pode alcancar 80% das cabras e ovelhas nos criadouros do sudeste
brasileiro (ANDRADE,2012).

A LC é geralmente introduzida em rebanhos sadios por animais adquiridos
onde ha histdrico de infeccao por C. pseudotuberculosis. Estudos sugerem que
sua transmissao ocorra principalmente pela via cutanea, uma vez que
procedimentos comuns que geram feridas na pele - como tosa, castracao e
marcacOes de animais - parecem contribuir para a disseminacdo da doenca.
Entretanto, a alta incidéncia de lesfes intratoracicas decorrentes da LC em
animais que sdo mantidos em confinamento pode ser um indicio de que a
transmissao também ocorre pela via aérea (KURIA et al., 2001; DORELLA et al.,
2006).

O procedimento mais indicado para o controle dessa enfermidade nos
rebanhos inclui a remocdo dos animais infectados e a vacinacdo dos animais
sadios (GUIMARAES et al. 2009). No entanto, tais medidas apresentam baixa
eficacia devido ao diagnéstico tardio da doenca (em estagio clinico avancado) e
a indisponibilidade de vacinas comerciais capazes de conferir altos indices de
protecdo (DORELLA et al., 2006; DORELLA et al., 2009). Devido a formagéo e
desenvolvimento de lesdes granulomatosas, o tratamento com antibidticos se
torna um procedimento com baixa possibilidade de sucesso, pois a formacao da
capsula do abscesso torna quase impossivel a difusdo dos antibidticos para a
regido da lesdo em si, impedindo o contato da bactéria como farmaco
(SANTIAGO et al.,2013).

Em bovinos e equinos a C. pseudotuberculosis provoca, respectivamente,
a linfangite ulcerativa e o0 abscesso peitoral (“febre dos pombos” ou garrotilho das
terras secas) (BAIRD, SYNGE, DERCKSEN, 2004; BAIRD, FONTAINE, 2007),
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também associados a grandes prejuizos nos plantéis (DOHERR, et al., 1998;
RADOSTITS, BLOOD, GAY, 2007).

C. pseudotuberculosis é capaz de sobreviver fora do organismo
hospedeiro e resistir a diversas situagdes ambientais que podem prejudicar sua
homeostase. Ao infectar o hospedeiro, essa bactéria é exposta a condicbes que
também sdo desfavoraveis ao seu estabelecimento, precisando resistir aos
mecanismos de defesa do hospedeiro e também aos efeitos da baixa
disponibilidade de oxigénio (hipdxia) (MCKEAN et al., 2007a; 2007b).

Neste contexto, as proteinas secretadas por esse patdgeno parecem
desempenhar papel importante para a neutralizacdo dos mecanismos de agao
do hospedeiro, colaborando para a manutencdo da homeostase durante a
infeccdo (BHASVAR et al., 2007). Dessa forma, com o objetivo de identificar
alvos importantes para o processo infeccioso e controle da LC, este trabalho
buscou realizar a caracterizacdo da proteina transaldolase secretada por C.
pseudotuberculosis. Essa enzima produz agUcares fosforilados pela via da
pentose fosfato para a formacgéo de acidos nucleicos que a bactéria utiliza para
se replicar, e, assim, uma forma eficiente de afetar o local que essa proteina atua
€ por meio do uso de moléculas (como, por exemplo, a morina) que, uma vez

interagindo com a transaldolase, possam interferir na atividade da mesma.

1.2 — Glicélise e Aldolases

Diversas proteinas de Corynebacterium pseudotuberculosis estdo envolvidas
em doencas acarretadas por este patdgeno. Dentre essas, ha a transaldolase,
uma enzima envolvida na glicélise e no metabolismo das pentoses-fosfato,
apresentando atividade predominantemente citoplasmatica. No entanto, ha
situacOes em que ela pode ser recrutada e exposta na superficie celular, através
de uma via ndo classica ou de um mecanismo de translocacdo ainda nao
elucidado. Neste caso, a transaldolase pode atuar na adesdo ou agregacao
bacteriana durante a coloniza¢do bacteriana no hospedeiro (GONZALEZ-
RODRIGUEZ et al., 2012).

A glicdlise corresponde a via metabdlica pela qual a glicose é convertida

em duas moléculas de trés carbonos, o piruvato, pela frutose-1,6-bifosfato (FBP),
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com a producao concomitante de dois mols de Adenosina Trifosfato (ATP) por
mol de glicose. Essa sequéncia de 10 reacfes enzimaticas, que € provavelmente
a rota bioguimica melhor compreendida, tem um papel central no metabolismo
energeético por produzir uma porcao significativa da energia utilizada pela maioria
dos organismos e por preparar a glicose, e também outros carboidratos, para a
degradacéao oxidativa. As 10 reacdes da glicdlise (Figura 1), apresenta um papel
central no metabolismo energético por produzir uma porcédo significativa da
energia utilizada pela maioria dos organismos e por preparar a glicose, e também

outros carboidratos, para a degradacao oxidativa (VOET, 2002).

Figura 1 — Degradacgao da glicose na via glicolitica. No primeiro estagio (reagfes 1 a 5), uma
molécula de glicose é fosforilada e clivada para formar duas moléculas de triose (gliceraldeido-3-fosfato),
em uma série de reag8es que consomem 2 ATPs. No segundo estagio da glicolise (rea¢bes 6 a 10), as duas
moléculas de gliceraldeido-3-fosfato sdo convertidas em duas moléculas de piruvato, gerando 4 ATPs e 2
NADH (VOET, 2002).
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Assim, a glicélise pode ser dividida em dois estagios:

1°) Investimento de energia (reacdes 1 a 5). Nessa etapa preparatoria, a

hexose-glicose é fosforilada e clivada para gerar duas moléculas da triose

gliceraldeido-3-fosfato em um processo que consome 2 ATPs (VOET, 2002);
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2°) Recuperacao de energia (reacdes 6 a 10). As duas moléculas de
gliceraldeido-3-fosfato sdo convertidas em piruvato, com a geracao de 4 ATPs.
A glicolise, dessa forma, tem um “lucro” liquido de 2 ATPs por glicose (VOET,
2002).

Os grupos fosfato transferidos de inicio do ATP para a hexose nao
resultam em compostos de “alta energia” imediatamente. No entanto, as
transformacgdes enzimaticas subsequentes convertem esses produtos de “baixa
energia” em compostos com alto potencial de transferéncia de grupos fosfato,
capazes de fosforilar ADP para formar ATP (VOET, 2002).

Analisando detalhadamente as enzimas envolvidas na glicolise, temos que
a enzima transaldolase de C. pseudotuberculosis pertence a classe das
aldolases. A aldolase catalisa a quarta reacao da glicolise, a clivagem da frutose-
1,6-bifosfato (FBP) para formar as duas trioses gliceraldeido-3-fosfato (GAP) e
diidroxiacetona-fosfato (DHAP) (VOET, 2002). Essa reacdo € uma clivagem de
aldol (condensacdo reversa de aldol), cujo mecanismo nao-enzimatico,

catalisado por uma base, € mostrado na Figura 2 (VOET, 2002).

Figura 2 - O mecanismo de clivagem do aldol catalisado por uma base. A condensacéo de aldol ocorre
pelo mecanismo inverso (VOET, 2002).

R R R R
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A clivagem de aldol entre o C3 e 0 C4 da FBP requer uma carbonila no
C2 e uma hidroxila no C4, resultando em dois compostos de C3 interconversiveis
que podem entrar em uma via de degradacéo idéntica. O intermediario enolato
na clivagem de aldol é estabilizado pela ressonéncia resultante do carater
removedor de elétrons do atomo de oxigénio da carbonila (VOET, 2002).

Hé dois tipos de aldolases classificadas de acordo com seus mecanismos
de estabilizacdo por enolato. As aldolases de classe 1 que ocorrem em animais

e em plantas, e as aldolases de classe 2 que ocorrem em fungos, em algas e em
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algumas bactérias (VOET, 2002). A enzima transaldolase de C.
pseudotuberculosis, objeto de estudo deste trabalho, esté inserida na classe 2
das aldolases. Nessa classe, um cation divalente, em geral Zn?* ou

Fe?*, polariza o oxigénio da carbonila do substrato para estabilizar o

intermediario enolato da reacao, (VOET, 2002).

1.3 - Via das pentoses-fosfato e enzima transaldolase

A transaldolase de C. pseudotuberculosis também esta envolvida na via das
pentoses-fosfato, a qual pode ser vista como um processo alternativo ou
complementar a glicolise, na oxidacao da glicose. Nesta via, também designada
de via do fosfogliconato ou de desvio (shunt) das hexoses monofosfato, ndo ha
formacédo de ATP. Suas principais funcdes sao a formacdo de NADPH para a
sintese de acidos graxos e esteroides, assim como a sintese de ribose-5fosfato
para a formacédo de nucleotideos e acidos nucleicos (VOET, 2002).

A reacao geral da via das pentoses-fosfato € (VOET, 2002):

3 G6P + 6 NADP* +3H0 ~— 6 NADPH + 6 H" + 3 CO2 + 2 F6P + GAP

NADPH é gerado pela oxidacéo da glicose-6-fosfato (Figura 3). A via das
pentoses-fosfato pode ser considerada em trés estagios (VOET, 2002): Estagio
1) Reacgbes oxidativas (Figura 3, reacdoes 1 a 3), que produzem NADPH e
ribulose-5-fosfato (Ru5P) (VOET, 2002).

3 G6P + 6 NADP* + 3 H20 — 6 NADPH + 6 H* + 3 CO2+ 3 Ru5P
Estagio 2) Reacdes de isomerizacédo e epimerizacao (Figura 3, reacdes 4 e 5),
gue transformam Ru5P em ribose-5-fosfato ou em xilulose-5-fosfato (Xu5P)

(VOET, 2002).

3 RuSP =—R5P + 2 Xu5P
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Estagio 3) Uma série de reacdes de clivagem e a formacéao de ligacao carbono-

carbono (Figura 3, reacdes 6 a 8) que convertem duas moléculas de Xu5SP e uma

molécula de R5P em duas moléculas de F6P e uma molécula de GAP (VOET,

2002).

Figura 3 - Via das pentoses-fosfato. O nimero de linhas em uma seta representa o nimero de moléculas
reagindo em uma volta da via, de modo a converter 3 G6P em 3 COz, 2 F6P e 1 GAP (VOET, 2002).
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Os rearranjos dos atomos de carbono na terceira etapa da via das pentoses-

fosfato podem ser seguidos mais facilmente observando-se a estequiometria.

Cada trés moléculas G6P que entram na via produzem trés moléculas RuSP no

Estagio 1. Essas trés pentoses, sdo, entdo, convertidas em uma molécula de

R5P e duas de Xu5P (Figura 3, reacdes 4 e 5). A conversao desses trés acucares
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Cs em dois agucares Cs € um agucar Cs é catalisada pelas enzimas transaldolase
e transcetolase (VOET, 2002).

A transcetolase catalisa a transferéncia de uma unidade de C2 de Xu5P para
R5P, produzindo GAP e sedoeptulose-7-fosfato (S7P) (Figura 3, reacdo 6). A
enzima transaldolase, por sua vez, catalisa a transferéncia de uma unidade de
Csda S7P para GAP produzindo eritrose-4-fosfato (E4P) e F6P (Figura 3, reacao
7). A reacao ocorre pela clivagem aldélica, que comeca com a formacéao de uma
base de Schiff entre um grupo e-amino de um residuo essencial de lisina e o

grupo carbonila de S7P (Figura 4).
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Figura 4 - Mecanismo da transaldolase. A transaldolase contém um residuo essencial de lisina (Lys) que
facilita uma reacao de clivagem alddlica da seguinte maneira: 1) um grupo e-amino de Lys forma uma base
de Shiff com o grupo carbonila da S7P; 2) um carbanion Cs estabilizado pela base de Shiff forma-se em
uma reacdo de clivagem alddlica entre C3z e C4 que elimina E4P; 3) o carbanion ligado & enzima estabilizado
por ressonancia é adicionado ao atomo C da carbonila do GAP, formando F6P ligada a enzima via base de
Schiff; 4) a base de Schiff é hidrolisada, regenerando a enzima ativa e liberando F6P (VOET, 2002).
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Assim, resumindo o processo de atuacdo da enzima transaldolase como
um todo, pode-se dizer que os principais produtos da via das pentoses-fosfato
sdo R5P e NADPH. As reacdes da transaldolase e transcetolase convertem o

excesso de R5P em intermediarios glicoliticos quando a necessidade metabdlica
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de NADPH excede a de R5P na biossintese de nucleotideos. O GAP e F6P
resultantes podem ser consumidos pela glicélise e pela fosforilagdo oxidativa ou
recicladas por gliconeogénese para formar G6P (VOET, 2002).

Quando a necessidade de R5P supera a necessidade de NADPH, de F6P
e de GAP essas substancias podem ser desviadas da via glicolitica para uso na
sintese de R5P por meio das reagbes inversas da transaldolase e da
transcetolase. A figura 5 traz a inter-relacao entre a glicélise e a via das pentoses-
fosfato (VOET, 2002).

Figura 5 - Inter-relacd@o entre a glicélise e a via das pentoses-fosfato. A via das pentoses-fosfato, que
comega com a G6P produzida na Etapa 2 da glicdlise, gera NADPH para uso nas reacdes de reducéo e
R5P para sintese de nucleotideos. O excesso de R5P é convertido em intermediarios glicoliticos por uma
sequencia de reacdes que pode operar no sentido inverso e gerar R5P adicional, se necessério (VOET,
2002).

Glicose
CcoO
ﬂ 2| INADPH
G6P via das pentoses-
5 RubP fosfato
glicolise &
Xu5P R5P :> Nucleotideos
\
F6P

Dessa forma, a fim de evitar a sintese de nucleotideos catalisada pela
enzima transaldolase de  Corynebacterium  pseudotuberculosis, e,
consequentemente, controlar a disseminacdo da linfadenite caseosa causada
por esse patdgeno, o presente trabalho tem como objetivo principal o estudo de

ligantes que possam interagir com a transaldolase, inibindo sua acdo enzimética.
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Entre esses compostos estdo os flavonoides, em especial a morina, que foi
escolhida por ja ter apresentado efeito antiproliferativo (PEREIRA et al., 2015) e

ser um provavel agente antibacteriano.

1.4 — Flavonoides

1.4.1 - Historico

Na década de 30, Albert Szent-Gyorgyi, ao trabalhar no isolamento da vitamina
C em laranjas, encontrou outra substancia que atuava de maneira sinérgica,
sugerindo-se que seria uma nova classe de vitaminas (denominandoa de
vitamina P). Anos depois, determinou-se que essa substancia era um flavonoide

gue, atualmente, € conhecido por rutina (Figura 6) (NIJVELDT et al., 2001).

Figura 6 - Albert Szent-Gyorgyi e sua vitamina P. a) Albert Szent-Gyorgyi (1893-1986); b) Estrutura
quimica da rutina (inicialmente denominada de vitamina P) (PEDRIALI, 2005)

(@)

Nas décadas seguintes foi observado um aumento no interesse pela
pesquisa com os flavonoides, principalmente pelos beneficios trazidos nos
tratamentos de varias enfermidades como, por exemplo, a toxicemia na
gestacgdo, febre reumética, diabetes e cancer (PINHEIRO; JUSTINO, 2012), por
apresentarem acdes antimutagénicas e antioxidantes em sistemas biologicos
(AVIRAM, FUHRMAN, 1998; LAMBERT, ELIAS, 2010), além de atuar como
modulador anti-inflamatorio (GOMES et al., 2008; SPENCER, VAUZOUR,
RENDEIRO, 2009; SPENCER, 2010).
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Além disso, alguns estudos mostraram que os flavonoides apresentam
acao antimicrobiana, sendo relevantes nos mecanismos de defesa das plantas
contra seus predadores, sejam fungos, bactérias, virus, parasitas, insetos,

moluscos ou até mesmo animais superiores (LIMA, 2001; NIERO et al., 2003).
1.4.2 — Estrutura, Nomenclatura e Classificagéo

Os flavonoides sdo compostos polifenolicos encontrados em plantas, frutas,
chas, vinho, chocolate, entre outros. Podem estar em sua forma livre ou
glicosilada, podendo diferir em seus substituintes (tipo, nUmero e posi¢ao).
Estruturalmente, séo caracterizados por possuirem uma estrutura planar devido
a um duplo enlace no anel aromatico central (NIJVELDT, 2001). Todos os
flavonoides compartilham uma estrutura esquelética basica de fenilbenzopirano
Ce-C3-Cs (Figura 7a). A posicéao do anel fendlico relativo ao motivo benzopirano
permite uma separacao destes compostos em flavonoides (2-fenilbenzopirano),
isoflavonoide (3-fenil-benzopirano) e neoflavonoide (4-fenilbenzopirano) (Figura
7) (PINHEIRO; JUSTINO, 2012).

Figura 7 - Estrutura dos principais grupos de flavonoides. a) Estrutura dos flavonoides; b) Isoflavonoide;
¢) Neoflavonoide. Adaptado de PINHEIRO, JUSTINO, 2012.

( (@) \ f (b) \ ( (©) \

J

Adicionalmente, os grupos se subdividem em classes, sendo os

flavonoides mais comuns as flavonas (dupla ligacdo C2-Cs e radical Ca 0x0),
flavondis (flavonas com grupo 3-OH) e flavanonas (analogos de flavonas com
uma ligacdo unica C2-C3); as mais abundantes dos isoflavonoides incluem as
isoflavonas (analogos das flavonas); e os mais abundantes dos neoflavonoides
incluem as 4-arilcoumarina (dupla ligacdo C3-C4) e sua forma reduzida
3,4dihidro-4-arilcoumarina (PINHEIRO, JUSTINOL, 2012).
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Um dos flavonoides mais estudados é a morina (2°,3,4°,5,7-
pentahidroxifavona), um flavonol isolado a partir de varias espécies vegetais,
como, por exemplo, Chloroforatinctoria, Prumusdulcisraphanussativus L.,
Lepidiumsativum L., Cayluseaabyssinica, entre outras espécies de plantas da
familia Moraceae (TAMIRU et al., 2012). Consiste em um importante composto
bioativo por realizar interacdo com acidos nucleicos, enzimas e proteinas
(ZHANG et al., 2009). Esse flavonoide (Figura 8) exibe varios efeitos bioldgicos
e bioguimicos, como atividades antioxidantes, antiproliferativas, antineoplasicas,
anti-inflamatérias e cardioprotetoras (AL-NUMAIR et al., 2012; NASO et al.,
2013).

Figura 8 - Estrutura da morina (LIANDA; CASTRO, 2008).

As acbes farmacologicas dos flavonoides tém sido pesquisadas em
diversas doencas causadas por microrganismos. Por este motivo, este trabalho
tem como objetivo a avaliagdo da inibicho da enzima transaldolase de
Corynebacterium pseudotuberculosis pelo flavonoide morina. Como a
transaldolase produz acucares para a formagédo de &cidos nucleicos que séo
importantes para o processo de replicacédo da bactéria, um flavonol que possua
a funcéo de bloquear essa atividade de replicacao e infeccdo poderia auxiliar no
tratamento da linfadenite caseosa e de outras doengas causadas por C.
pseudotuberculosis. Logo, a proposta deste trabalho consiste em identificar e
quantificar uma possivel interacdo da morina com a proteina transaldolase de C.
pseudotuberculosis, a fim de verificar quais sdo as caracteristicas desta

interagéo.
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2 — JUSTIFICATIVA

Tem sido feito um esforco consideravel nos Ultimos anos para o
desenvolvimento de farmacos e vacinas que sejam eficientes para o combate
dessas doencas causadas por Corynebacterium pseudotuberculosis. A C.
pseudotuberculosis possui varias proteinas que estdo envolvidas nos
mecanismos de suas patologias, como a transaldolase, que pertence a via das
pentoses-fosfato, sendo uma das principais enzimas envolvidas na producéo de
acucares para a formacao de acidos nucleicos, importante para a replicacao
bacteriana. Uma forma eficiente de afetar o local que a proteina atua é por meio
do uso de moléculas como os flavonoides, que possuem atividade
antiproliferativa e anti-inflamatoria que, uma vez interagindo com a transaldolase
possam interferir na atividade da mesma.

Assim, a proposta deste trabalho consiste em identificar e quantificar uma
possivel interacdo do flavonoide morina com a enzima transaldolase, a fim de
verificar quais sdo as caracteristicas desta interacdo. Como a transaldolase
produz acUcares para a formacéo de acidos nucleicos que sédo importantes para
0 processo de replicacdo da bactéria, um flavonol que possua a funcao de
bloquear essa atividade de replicacéo e infeccdo poderia auxiliar no tratamento

da linfadenite caseosa e de outras doencas causadas por C. pseudotuberculosis.

3 - OBJETIVOS

3.1 — Objetivo Geral

Realizar a caracterizagéo biofisica da interagdo entre o flavonoide morina e a

enzima transaldolase isolada de Corynebacterium pseudotuberculosis.

3.2 - Objetivos Especificos

1. Expressar e purificar a proteina transaldolase de Corynebacterium
pseudotuberculosis em linhagem de bactéria Escherichia coli;

2. Quantificar a estrutura secundaria da transaldolase pela técnica de
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Dicroismo Circular (CD);

3. Verificar a estabilidade térmica da proteina transaldolase por meio de
calorimetria diferencial de varredura e comparar com os resultados de Dicroismo
Circular;

4. Analisar se existe interagdo entre a enzima transaldolase e o flavonoide
morina utilizando espectroscopia de Fluorescéncia;

5. Realizar a caracterizagédo termodinamica da interagédo para verificar o tipo
de interacdo do complexo transaldolase-morina;

6. Realizar a modelagem da proteina por método de Bioinformética através
do servidor SWIIS-MODEL.

4 - FUNDAMENTOS TEORICOS

4.1 — Medidas de espectroscopia de Dicroismo Circular (CD)

Essa técnica pode ser empregada na obtencao de detalhes estruturais de
diferentes tipos de compostos: proteinas, carboidratos e acidos nucleicos. E um
método altamente sensivel, capaz de distinguir conformagdes de a-hélice, folhas-
B e alcas em proteinas e peptideos (MANAVALAN; JOHNSON, 1987).

A espectroscopia de luz polarizada ou dicroismo circular (CD) € um
meétodo analitico utilizado para auxiliar a biologia estrutural na determinacéo da
composicdo de estruturas secundarias de proteinas e peptideos. A precisao do
método varia em funcdo do tipo de estrutura secundaria apresentada pela
proteina: 97% para hélices, 75% para folhas-B, 50% para voltas e 89% para
outros tipos (MANANALAN, JOHNSON, 1987).

A origem dos espectros de proteinas na regiao do ultravioleta proximo (180
a 250 nm) sdo predominantemente por transicées eletronicas n—1" e T—1" dos
grupos amida, cujos niveis de energia sao influenciados pela geometria da
cadeia peptidica, sendo os espectros reflexos dos diferentes tipos de estruturas
secundarias. Quando uma molécula é opticamente ativa, ela absorve luz
circularmente polarizada a direita e a esquerda com intensidades diferentes. Este

efeito € denominado Dicroismo Circular (CD) e se deve a diferenca de indices de
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refracdo das duas formas de luz, o que resulta na rotagao do plano de polarizacéo
da luz (FASMAN, 1996).

O espectro de CD de uma proteina com estrutura em alfa hyélice produz
uma banda positiva em 192 nm (T—1?, negativa em 209 nm (TT—1") e negativa
em 222 nm deslocada para o vermelho (red shifted) (h—11"). No caso da estrutura
ser folha beta o espectro de CD apresenta banda negativa em 218 nm (TT—1") e
positiva em 196 nm (n—11’). Para estrutura secundaria aleatéria ou Randon cail,
o espectro de CD apresenta banda positiva em 212 nm (m—1") e banda negativa
em 195 nm (n—1") (Figura 9) (FASMAN, 1996).

Figura 9 - Espectros de Dicroismo Circular referentes a alfa hélice, folha beta e randon coil . Adaptado de
FASMAN, 1996.
‘M)
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Os espectros de referéncia utilizados correspondem aos espectros de
proteinas com estruturas puramente compostas de alfa hélice, ou folha beta ou
estrutura aleatdria que sao baseadas em derivados de proteinas de estrutura
conhecida (proteinas cujas estruturas cristalinas ja foram determinadas). Estas
analises foram desenvolvidas através de um grande numero de algoritmos
empiricos que assumem a independéncia linear na aditividade dos espectros
primarios de estruturas secundarias no espectro final da proteina (GREENFIELD
e FASMAN, 1969; BRAHMS e BRAHMS, 1980; JOHNSON, 1999; SREERAMA
e WOODY, 2000; LEES et al., 2006).
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Atraveés da técnica de CD também é possivel avaliar a estabilidade térmica
de uma dada proteina, analisando-se as mudancas no espectro. Um
comprimento de onda frequentemente empregando nesse sentido é 222 nm,
incluindo contribuicbes de a-hélices e folhas-, sendo que o resfriamento da
solucao permite observar o grau de reversibilidade da desnaturagéo de uma dada
proteina.

O principio basico envolvido na analise dos espectros de CD de proteinas
€ utilizado no calculo da fracdo de estruturas secundarias € que o espectro de
CD da proteina, ea, pode ser expresso como uma combinacdo linear de

espectros puros de estruturas secundarias (equacéao 1):
02=-2fkOr1a (1)

sendo que fx é a fragdo de estrutura secundaria e ©kix € 0 espectro padrdo da
estrutura secundaria k. A fracdo de estruturas secundéarias foi calculada
utilizando-se o programa de deconvolugcdo espectral CDPro (SREERAMA &
WOODY, 2000). Com estes dados foi possivel verificar a integridade da proteina
alvo assim como possiveis alteracdes nas proporcoes de fracdes de estruturas
secundarias induzidas na formacéo do complexo da proteina.

Em um processo de desnaturacdo térmica, assumindo um processo de
dois estados N < D, a constante de equilibrio do processo de desnaturacéo Kp
€ dada por (equacéo 2):

—> fp
K, == (2
y=20)

sendo que fp é a fracdo de proteina desnaturada e fn € a fracdo de proteina no
estado nativo, ou seja, fn=1 - fp.

Na temperatura de melting (Tm) fn = fp, portanto, Kp = 1, logo In(Kp) = 0.
Portanto em um grafico de In(Kp) versus Temperatura, a temperatura de melting

€ obtida quando In(Kp) = 0.
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4.2 — Medidas de Espectroscopia de Fluorescéncia

Os flavondides sdo um modelo util de substancias para estudos
espectroscopicos de suas interagdes com proteinas-alvo devido a transferéncia
intramolecular de elétrons em estado excitado e seu comportamento de dupla
fluorescéncia e alta intensidade de fluorescéncia em solventes pouco polares
(GUTZEIT et al., 2005). Tais caracteristicas permitem a utilizacéo de flavonéides
em ensaios espectroscopicos para o estudo das interacdes destas moléculas
com proteinas bacterianas como, por exemplo, a transaldolase.

Supressao faz referéncia ao processo no qual uma molécula perde sua
fluorescéncia pela presenca de um agente, chamado de supressor (VALEUR,
2002). A intensidade de fluorescéncia de uma macromolécula pode diminuir
devido a uma variedade de interagcbes com outros compostos moleculares:
rearranjo molecular, transferéncia de energia, supressao devido a colisoes,
dentre outros (LAKOWICZ, 1999). Tal decréscimo da fluorescéncia €
denominado supressao ou “quenching” e é descrita pela relagdo de Stern—

Volmer, através da seguinte equacao (equacgao 3):

B =14 Kgy. [Q] = 1 + k470[Q] (3)

F

Em que Fo, F, Kq, Ksy, To € [Ql sdo, respectivamente, as
intensidades de fluorescéncia antes e apds a adi¢édo de ligante; a constante de
supressdo da biomolécula, que reflete a eficiencia de supressdo ou a
acessibilidade dos fluoroforos ao supressor; a constante de Stern—Volmer, que
representa a constante dindmica de supressao; o tempo de vida média de

emissao da fluorescéncia da biomolécula na auséncia de ligante (da ordem de 1o

=108 s) e a concentracao de ligante (supressor) (LAKOWICZ, 1999).

4.3 - Mecanismo de supresséo estatico

Quando for observada relacéo linear entre a razao de fluorescéncias Fo/F

e a concentracdo de ligante [Q], € um forte indicador de que a interacdo entre a
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proteina e o ligante é uma ligacéo estatica, ndo colisional. No caso de ser ndo
estatica ou colisional, o grafico de Stern-Volmer apresentaria uma concavidade
positiva.

Na ligagdo do tipo estatica a supressdo de fluorescéncia resulta da
formac&o de um complexo néo fluorescente entre o fluoréforo e o supressor. A
medida que este complexo absorve luz de excitagéo, retorna imediatamente para
o estado fundamental sem emisséo de foton. A reacao de formacédo do complexo

pode ser emitida desta forma (equacéao 4):
F+Q-F—Q (4

Sendo a constante de associagdo (Ks) determinada como (equacéo 5):

[F — Q]
K= [F1[Q] (5)

Sendo [F-Q] a concentracdo do complexo, [F] a concentracao do fluoréforo
livre, e [Q] a concentracdo do supressor. Se o complexo néo é fluorescente logo
a fracao da fluorescéncia remanescente (F/F0) € igual a fracao de fluoréforos ndo
complexados.

[Flo = [F]1 + [F — Q] (6)
[Flo = [F]1 + Ks . [F].[Q] (7)

[Flo _

Visto que a temperatura afeta a formacéo e estabilidade do complexo, o
valor de Ks diminui com relagdo ao incremento da temperatura (Figura 10). Uma
vez que o complexo é nao fluorescente e a fluorescéncia observada sé é do

fluoréforo ndo complexado, o tempo de vida (1) do fluor6foro ndo complexado

segue constante (Figura 10).
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4.3.1 - Mecanismo de supressédo dinamico

A supressao dinamica (ou colisional) também é descrito pela equacéo de

Stern-Volmer (equacéo 9):

[Flo
[F]

=1+kq.1.[Q] =1+ Kp.[Q] 9

Sendo Fo e F as intensidades de fluorescéncia em auséncia e presenca
do supressor, respectivamente, kq a constante de supressdo bimolecular, to o
tempo de vida do fluoréforo em auséncia de supressor, Kp a constante de
supresséo colisional e [Q] a concentracdo do supressor. Deve-se identificar que
a linearidade do plot de Stern-Volmer (Fo/F versus [L]) ndo prova que esta
ocorrendo um evento colisional. E denominado que as altas temperaturas geram
uma maior difusdo das moléculas e, como resultado, também aumenta os

eventos colisionais (Figura 10).

Figura 10 - Mecanismo de supressao estatico e dindmico. a) No mecanismo de supresséo estatico as
altas temperaturas causam uma desestabilizacdo do complexo ocasionando uma diminuicdo das
constantes de supressao, enquanto no b) mecanismo de supressdo colisional as altas temperaturas
favorecem a difusdo das moléculas incrementando, assim, a constante de supressdo (LAKOWICZ.,1999).
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4.3.2 - Desvio da equacéao de Stern-Volmer

A andlise da supresséo da fluorescéncia é descrita pelo modelo de Stern-
Volmer. Eventualmente um desvio da linearidade € observada na supressao da
fluorescéncia, ndo sendo possivel a utilizacdo do modelo de Stern-Volmer. Para
tais casos, dois modelos alternativos podem ser testados: modelo de supressao

combinado estatico-dinamico e modelo da esfera de acéo.
a) Modelo combinado de supressao estatico-dinamico

Este modelo determina que a supressao é motivada pela formacdo de um
complexo e pelos eventos colisionais ao mesmo tempo. Este modelo é de
segunda ordem em [Q], o qual origina um desvio da linearidade ocasionado pela
combinacdo de supressdo dindmico e estatico ao mesmo tempo (Lakowicz,
J.,1999) (equacéao 10).

[Fl _
[F]

(1+ Kp. [@D- (1 + Ks.[Q]) (20)
Sendo Fo e F séo as fluorescéncias na auséncia e presenca de supressor,
Kb e Ks as constantes de supressado dindmico e estatico e [Q] a concentracao de

supressor.
b) Modelo da esfera de agao

Esse modelo € uma combinacdo de supressao estatico e dinamico que
requer que o cromoforo e o supressor encontram numa certa distancia um ao

outro, chamado esfera de agéo (Laws, W. e Contino, P.,1992) (equacéo 11)

% = (1 + Kp. [Q]). e®s1eD (11

Sendo Fo e F séo as fluorescéncias na auséncia e presenga de supressor,
Kb e Ks as constantes de supresséo dinamico e estatico e [Q] a concentracdo de

supressor.
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4.4 - Determinacao dos parametros termodinamicos

Os trés parametros termodinamicos de maior interesse séo a energia livre
de Gibbs, entalpia e entropia. Quando ocorre uma reagcdo quimica, o calor
liberado ou absorvido corresponde a diferenca de entalpia entre produtos e
reagentes. Essa diferenca corresponde a variacdo da entropia da reacao. A
mudanga na energia livre de Gibbs (AG) na reacéo esta relacionada com as
alteracdes na entalpia (AH) e entropia (AS) (ALLEWELL et al.,2013).

As forcas que atuam entre pequenos ligantes e uma macromolécula
biolégica incluem interacdes hidrofébicas, pontes de hidrogénio, forcas de Van
der Waals e interacBes eletrostaticas. Parametros termodinamicos sao
importantes para verificar as interagbes atuantes ndo covalentes. Pode-se
resumir as leis termodinamicas para determinar os tipos de forcas que estédo
atuando sobre uma interacdo. Se AH > 0 e AS > 0, interagdes hidrofébicas
desempenham o papel principal na reagao de ligagdo, se AH<0e AS >0, 0
efeito eletrostatico € dominante, se AH < 0 e AS < 0, as forgas principais que
estdo atuando na interacdo sao Van der Waals e pontes de hidrogénio (TENG et
al., 2011). A variacao de entalpia (AH), variagao de energia livre (AG) e a variagao
de entropia (AS) para a interagao entre Transaldolase e Morina foram calculadas

com base na equacéo de Van't Hoff (equacéo 12):

h»I@ — (_1 1_)@ (12)

(Kp1) (Tz T1) (R)

Sendo que Kp1 e Kp2 sdo os valores das constantes de ligagdo as
temperaturas T1 e T2 e R € a constante universal dos gases. Esta equacéo é a
base do grafico de Van't Hoff, o qual compara a variagcdo do inverso da
temperatura (T) em Kelvin com o logaritmo neperiano das constantes de
associacao (Kb) e o coeficiente angular da reta originada proporciona a variagéo

da entalpia (AH) da reacgao.
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A energia livre de Gibbs é obtida por meio da equacdo descrita abaixo
para cada temperatura, levando-se em consideracéo os valores das constantes

de associac¢ao (Kb) (equacao 13).

AG=—RTIn(Kv)  (13)

Sendo que AG é a variagao da energia livre de Gibbs, R é a constante dos
gases ideias, T é a temperatura em Kelvin e Ky a constante de associagao.
Obtidos os valores de AH e AG, utiliza-se a equagéo abaixo para a
obtencdo dos valores da variagdo da entropia (AS) para as reagdes em cada
temperatura (equacéo 14):
AG=AH-TAS (14)

4.5 - Anélise por Bioinformatica

No presente estudo, foi realizada uma busca de sequéncias de
transaldolases de espécies bacterianas, incluindo a proteina Transaldolase de C.
pseudotuberculosis e acrescentou também de espécie humana, através da
ferramenta BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) para encontrar
existéncia de homologia. As sequéncias de aminoacidos selecionadas para
efetuar as analises comparativas representam a sequéncia total da proteina,
expressas por espeécies bacterianas e humana com estruturas ja conhecidas,
usando o banco de dados PDB como: Bacillus subtilis, Thermus thermophilus,
Thermotoga maritima, Neisseria gonorrhoeae, Corynebacterium glutamicum,
Homo sapiens. A sequéncia da proteina da espécie Homo sapiens nao aparecia
nos resultados de homologia pelo BLAST, entéo sua sequéncia foi inserida para
realizar o alinhamento.

O alinhamento foi necessario para analisar a conservacao das sequéncias
da proteina e a pesquisa pelo BLAST para optar pelo melhor método de
modelagem da proteina em estudo. Em seguida, baseados nos resultados dos
alinhamentos, foi definido o grau de conservagdo com identidade minima ou

maxima entre os residuos, através do servidor Clustal Omega - Multiple
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Sequence Alignment, apresentado como porcentagem de ocorréncia notado
durante as analises de bioinformatica.

Para a construcdo do modelo da proteina C. pseudotuberculosis foi
utilizado o servidor SWISS-MODEL, método que gera modelos de estrutura de
proteinas tridimensionais tendo por objetivo encaixar a sequéncia alvo de uma
proteina de estrutura ndo conhecida a uma estrutura molde com estrutura ja
conhecida. Neste trabalho, a estrutura da Corynebacterium glutamicum foi o

modelo utilizado como molde.

5 - MATERIAIS E METODOS

5.1 - Transformacédo em célula competente (Escherichia coli - TOP 10)

O vetor recombinante PD441Trans foi transformado em Escherichia coli
linhagem TOP 10, utilizando-se 50 pL de células competentes e 200 ng do
plasmideo. Essa mistura permaneceu em gelo por 30 minutos e, entdo, foi
submetido a um choque térmico por 30 segundos a 42 °C e 2 minutos em gelo.
Em seguida adicionou-se 300 puL de meio de cultura liquido (LB) e as bactérias
foram submetidas a regeneracédo (1 hora a 37 °C com agitacdo a 100 rpm). Em
seguida, 8 uL da cultura foi plaqueada em meio LB soélido contendo canamicina

(50 pg/mL). As placas foram incubadas 37 °C overnight.
5.2 - Purificacdo do plasmideo para propagacéo

O DNA plasmidial foi purificado utilizando-se o “QlAprep® Spin Miniprep
Kit”, seguindo-se as orientacdes do fabricante (Qiagen). O DNA plasmidial foi
eluido em 50 pL de tampéo 10 mM Tris, pH 8.5.

5.3 - Transformacgéo em E. coli linhagem BL21 RIL

Plasmideos recombinantes contendo as sequéncias de interesse foram

transformados em linhagem BL21-RIL de E. coli competente, essa linhagem
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possui copias extras de genes de tRNA de argU, ileY, leuW. Esses genes
codificam tRNAs que identificam cédons para arginina (AGA e AGG), isoleucina
(AUA) e para leucina (CUA), respectivamente. Essa linhagem tem tRNAs que
sempre restringem a traducdo heterdloga de proteinas de organismos que
possuem genomas ricos em AT, e possibilitam alto nivel de expressdo de
proteinas que sao fracamente expressas em linhagens convencionais de BL21.
Utilizou-se 50 pl de células competentes e 3 ul (200 ng) de amostra de plasmideo.
Essa mistura permaneceu no gelo durante 30 minutos e, entéo, foi submetida ao
choque térmico a 42 °C por 1 min e 2 min no gelo. Em seguida foram adicionados
300 ul de meio liquido (LB), sendo as bactérias submetidas a regeneracéo (1 h a
37 °C com agitacdo a 100 rpm). Em seguida, as bactérias foram plaqueadas em
meio solido seletivo (LB + canamicina e cloranfenicol, 50 e 34 pg/mL,
respectivamente) e incubadas a 37 °C durante a noite para rastreio de colbnias.
Foi selecionada uma Unica colbnia bacteriana para a preparacéao do pré-inéculo

para o teste de expressao.

5.4 - Teste de expressédo da proteina Transaldolase

Inicialmente, 700 pl do pré in6culo foi transferido para cada novo tubo
contendo 5 mL de meio liquido seletivo (LB + canamicina e cloranfenicol, 50 e 34
pg/mL). Os tubos foram mantidos sob agitacdo a 35 °C até atingirem a OD
(densidade 6ptica) de 0,5. A OD foi determinada através da leitura da amostra em
espectrofotdmetro a 540 nm. A inducgéo da expressao foi feita com a concentragédo
de 0,3 mM de IPTG a 30 °C. Foram coletadas amostras antes da inducao, apos,
2 horas, 6 horas e 16 horas da indugéo.

As aliquotas coletadas foram centrifugadas a 8.000 xg por 1 minuto, sendo
0 sobrenadante descartado. O pellet foi eluido em 50 yL de tampédo de amostra
(Tris-HCI pH 6,8 60 mM; glicerol 25 %; SDS 2 %; mercaptoetanol 14,4 mM; azul
de Bromofenol 1 %). As amostras eluidas foram submetidas a uma temperatura
de 96 °C por 10 minutos em termomixer (misturador para preparacdo de amostras)
para garantir uma desnaturacao proteica completa. Em seguida foram submetidas
a eletroforese em gel de poliacrilamida 15 % para visualizacdo da banda de

proteina de interesse.



50

Apos verificagdo da expressao nos testes iniciais, a expressao foi realizada
em maior escala, visando a obtencdo de maiores quantidades de proteinas para
purificacdo. Inicialmente, 10 mL de pré inoculo foram transferidos para um novo
frasco contendo 1 litro de meio liquido seletivo (LB + canamicina e cloranfenicol
50 e 34 pug/mL, respectivamente). A cultura foi mantida sob agitacdo e aeracao a
35 °C até atingir a ODss0 em 0,5, determinada por leitura da amostra em
espectrofotometro. A inducédo da expressao foi feita com 0,3mM de IPTG por 6
horas a 30 °C. Em seguida, o meio foi centrifugado por 20 min a
8.000 xg a 4 °C. O “pellet” foi ressuspendido em 30 mL de tampéo de lise (50 mM
de NaH2POg4, 300 mM de NacCl, 0,5 mM de 2-Mercaptanol, 5 mM de imidazol) pH
8,5 e 1 mg/ml de lisozima. A solucéo foi incubada por 10 minutos em gelo, e em
seguida submetida a 10 pulsos de 15 segundos em sonicador com intervalos de
10 segundos para lise celular. Esta amostra foi centrifugada por 1 hora a 54.000
xg a 4 °C e, em seguida, o sobrenadante foi filtrado em filtro de 0,22 um. Apds a
centrifugacéo, a amostra foi submetida a purificacdo para obtencdo da proteina

de interesse.

5.5 - Purificac&o da proteina Transaldolase por cromatografia de afinidade
(Ni-NTA)

Na construcdo da enzima transaldolase de C. pseudotuberculosis, o gene
gue codifica a enzima é precedido por uma sequéncia codificadora que permite a
expressdo da proteina fusionada a uma cauda de histidina (6x His) na regido
Nterminal. A presenca dessa cauda confere a proteina alta afinidade de ligacao
em resinas cromatograficas com ions de metal quelados, no caso o utilizado foi o
Ni?* (His60 Ni Resin Clontech®). O composto quimico imidazol (composto
heterociclico contendo dois nitrogénios com pKa = 7.0 e pKa = 14.9) foi utilizado
para realizar a eluicdo da proteina que se liga a resina contendo os ions Ni%*, ja
gue o anel imidazdlico apresenta maior afinidade quimica para a ligacdo a esses
ions em pH 8,0, podendo competir com os residuos de histidina pela ligacdo. O
procedimento de purificacdo teve inicio com o empacotamento de 3 mL de resina
carregada com niquel e a exaustiva lavagem com agua deionizada, seguida do

equilibrio da resina com 10 volumes (no caso 40 mL) de tampé&o (50 mM NaH2POa4
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pH 8,0; 300 mM NaCl; 0,5mM 2-Mercaptanol; 5 mM imidazol). A fracdo soluvel
proveniente da lise celular de 1 L de cultura bacteriana descrito na se¢ao anterior
(secéo 5.5) foi incubada com a resina equilibrada, durante uma hora a 4 °C. A
amostra foi eluida com tamp6es contendo concentragfes crescentes de imidazol
10 — 600 mM.

Aliquotas de 50 pL de cada etapa da purificagdo foram acrescidas de 10 pL
de tampéao de amostra 5X (Tris-HCI pH 6,8 60 mM; glicerol 25 %; SDS 2 %; 2-
mercaptoetanol,14,4 mM; azul de Bromofenol 1%) e submetidas a uma
temperatura de 96 °C por 10 minutos em termomixer (misturador para preparacao
de amostras) para assegurar uma desnaturacdo proteica completa. Em seguida
foram submetidas a eletroforese em gel de poliacrilamida 15 % para visualizacéo
das bandas de proteinas obtidas durante o processo de purificacdo. Apos a
visualizacdo das bandas obtidas pela purificacdo as amostras no qual a proteina
de interesse foi visualizada passaram por um concentrador (Amicon®) 10 kDa e
foram concentradas até atingirem 1 ml para a realizacdo de uma segunda
purificacdo executada em cromatografo AKTA purifier em cromatografia de

exclusdao molecular.

5.6- Purificacdo da proteina Transaldolase por cromatografia de exclusao

molecular através do sistema AKTA purifier

A cromatografia de exclusdo molecular ou filtracdo em gel baseia-se nas
propriedades de peneiramento de matrizes porosas e inertes através das quais as
macromoléculas se movem. As matrizes séo identificadas de tal forma que as
moléculas pequenas sdo atrasadas na coluna. Para a purificacdo da enzima
transaldolase foi utilizada uma coluna Superdex 200 GL (GE) acoplada ao sistema
de cromatografia AKTA Explorer 10 (GEHealthcare). A coluna foi equilibrada com
tampéo NaF 50 mM e NaH2Po4 50 mM, pH 8,5. As fragcbes recuperadas da coluna
gue continham a proteina foram recolhidas para analise posterior através de

eletroforese em gel de poliacrilamida 15 %.
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5.7 - Determinacdo da Concentracao da Proteina

Para determinacdo da concentracdo de proteina foi utlizado o
espectrofotometro Cary-3E (Varian, Palo Alto, CA). A concentracdo foi
determinada usando-se medida de absorbancia da amostra em 280 nm e usado
o coeficiente de extincdo molar de 36.900 M* cm™ determinado pela plataforma
Expasy-ProtParam (http://web.expasy.org/protparam/). O calculo da concentracao

foi feita utilizando-se a lei de Beer — Lambert (equacéo 15):

Abs=C. . (15)

em que Abs = absorbéncia da amostra em 280 nm; C = Concentracdo da
amostra; | = caminho éptico (distancia em cm da cubeta); € = coeficiente de

extincdo molar em 280 nm, sabendo-se que:

g280(Prot) = N(Tyr)* g280(Tyr) + N(Trp)* €280(Trp) + N(Cys)* €280(Cys)

onde (para proteinas em agua medidas em 280 nm): €280(Tyr) = 1490 cm*M1,

€280(Trp) = 5500 cmtM1, g280(Cys) = 125 cmML.

5.8 - Preparo das solugfes de proteina e flavonoide

A amostra de proteina purificada foi mantida em tampé&o 50 mM NaH2POa4
e 50 mM NaF pH=8,5 e em gelo paralelamente as solu¢des estoque do flavonoide
Morina (MM = 302,24 Da) foram preparadas em DMSO. Para determinacdo da
concentracdo da solucao estoque da Morina foi usado o coeficiente de extingédo

molar de €344= 5.967 M-1cm em 344 nm, determinado experimentalmente.

5.9— Medidas de Espectroscopia de Dicroismo Circular

De posse da proteina pura, as medidas de CD foram realizadas em

espectropolarimetro Jasco J-815, a temperatura ambiente, em cubeta de 0,5 cm
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de caminho Optico. O espectro entre 190 e 260 nm foi acumulado a uma
velocidade de 20 nm/min, com resposta de 2 s e abertura de fenda de 1,0 nm,
realizando-se 10 acumulacgdes.

As medidas de desnaturacdo térmica foram realizadas em
espectropolarimetro Jasco J-815 acoplado a um sistema Peltier, no intervalo de
temperatura de 20 a 80 °C, com velocidade de aquecimento de 1 °C/min e
leituras a cada 0,5 °C. Foi utilizada cubeta de 0,5 cm de caminho éptico, com

leitura em 222 nm, realizando-se 10 acumulacgdes.

5.10 — Medidas de Espectroscopia de Fluorescéncia

As medidas de fluorescéncia foram realizadas em espectrofluorimetro
Cary Eclipse, Varian® utilizando uma cubeta de quartzo de 1,0 cm de caminho
Optico, em temperaturas de 25, 30 e 37 °C. A abertura das fendas de excitacédo
e de emisséo foi ajustada em 5 nm, com excitagdo em 290 nm e emissao entre
300 e 500 nm. As medidas da interacdo da proteina com os flavonoides foram
feitas coletando-se os espectros de fluorescéncia da proteina e acompanhando
a diminuicdo (supressdo) da intensidade dos mesmos ap6s a adicao de

pequenas aliquotas da solucao estoque de ligante (Morina) na solucao.

5.11 - Calorimetria diferencial de varredura (DSC)

A calorimetria diferencial de varredura (DSC) fundamenta-se no principio
da medicao da absorc¢éo e liberagéo de calor de uma dada amostra. A DSC para
a proteina Transaldolase foi realizada em N-DSC Ill (TA Instruments, EUA) no
intervalo de temperaturas de 20 °C a 80 °C com taxa de aquecimento de 1
°C/min. A concentragdo de proteina para esse experimento foi de 23 uM em
tampéao fosfato de sddio de 20 mM em pH 8,0 contendo 100 mM de NaF. As
células calorimétricas (célula de referéncia e de amostra) foram carregadas com
o tampao apropriado e equilibradas a 20 °C durante 10 min. A varredura do
tampdao foi repetida dez vezes para assegurar uma linha de base estavel. A

amostra de proteina foi colocada na célula de amostra e aquecida no intervalo
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de temperatura mencionado acima. O gréafico da capacidade de calor versus
temperatura foi determinado subtraindo a linha de base ou varredura "tampao vs

tampao" 4 partir do experimento "proteina vs tampao”.

6 - RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 - Caracterizacado da Proteina Transaldolase por meio do programa
Expasy- ProtParam

Utilizando-se a sequéncia nucleotidica do gene da transaldolase (quadro
abaixo), o programa ProtParam (GASTEIGER et al., 2005) forneceu dados
inerentes a proteina transaldolase produzida apos a otimizacdo de cédons do
gene. A proteina transaldolase de C. pseudotuberculosis apresenta 375
aminoacidos e massa molecular de aproximadamente 40 kDa. O ponto
isoelétrico tedrico é 4,5 (esse foi utilizado para a escolha do pH dos tampdes para
purificacdo e titulagdes), coeficiente de extingdo molar €280=36.900cmM-1
(usado para calcular a concentracdo da proteina). A Tabela 1 traz os dados
obtidos atraves da plataforma Expasy-Protparam:
MNAIDALAQAGTSTWLDDLSRERITSGNLSELITTKSIVGVTTNPAIFAAAMSKG
TAYDSQIADLKAHAVGVDEAVYAMSIQDVQQACDIFADVYKSSHGADGRVSIE
VDPRISDDREATLAQARELWKQVDRPNVMIKIPATAGSLPAIADALAEGISVNV
TLIFSVARYREVIAAYMEGINRAADNGLDVSTIYSVASFFVSRLDSEVDKRLEAI
GTDEALALRGKAGVANARRAYAVFKELFSASELPENANIQRPLWASTGVKNP
DYSPTLYVTELAGPDTVNTMPEATIDAVLGSNDNVSDALTDTAAEAEETFSAIS
QAGIDFEDVFAVLEQEGVDKFVAAWNELLDSMQARLSGGENLYFQGHHHH

Tabela 1 — Caracteristicas da proteina transaldolase geradas pelo programa ProtParam

NUmero de aminoacidos 375
Massa Molecular 40 kDa
Pl tedrico 45

Coeficiente de Extingdo Molar 36.900 cmt M1
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6.2 - Expressédo da Proteina Transaldolase

Foram coletadas aliquotas antes e ap0s a expressdo da proteina
transaldolase (para dois clones diferentes) a fim de confirmar a presenca da
mesma no meio de cultivo, a confirmacgéo visualizada a partir do SDS-PAGE

(15% de poliacrilamida) corado com Comassie Brilliant Blue (Figura 11).

Figura 11- SDS-PAGE 15% corado com Comassie referente ao teste de expressao da proteina
Transaldolase. Coluna 1: M (Marcador de peso molecular), Coluna 2: (Amostra antes da indu¢éo
— clone 1), Coluna 3: (2 horas apds indugéo — clone 1), Coluna 4: (6 horas ap6s indugéo — clone
1), Coluna 5: (16 horas ap06s indugéo — clone 1), Coluna 6: (Amostra antes da inducéo - clone 2),
Coluna 7: (2 horas apés inducéo - clone 2), Coluna 8: (6 horas ap6s indugao - clone 2), Coluna
9: (16 horas ap0s inducéo - clone 2).

M 1 2 3 4 5 6 7 8

40 kDa

No gel desnaturante da Figura 11, pode-se verificar que ha a expressao
basal de proteinas bacterianas (colunas com marcacao 1 e 5) antes da inducao.
Apbés inducdo, pode-se perceber que houve um significativo aumento da
expressdo da proteina de interesse na banda em torno de 40 kDa (seta),
corroborando  com os valores  apresentados  pelo ProtParam
(http://web.expasy.org/protparam/), partindo-se, entdo, para 0S Pprocessos
subsequentes de purificacao.

A proteina de interesse foi expressa utilizando-se as seguintes condicdes:
0,3mM de IPTG, seis horas ap0s a induc¢éo, a 30°C. Na coluna com marcacéo 4,
dezesseis horas apdés indugéo, observa-se também a proteina expressa. Para
otimizar tempo e custo, como melhor condicdo de expresséo foi definido seis

horas.
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6.3 - Purificac8o da Proteina Transaldolase

Decorrido o tempo de expressao da proteina transaldolase, as células
bacterianas, contendo a proteina de interesse, foram centrifugadas,
ressuspendidas em tampéo de lise e lisadas, conforme metodologia descrita na
secdo 5.4. ApoOs o processo de sonicacdo, as amostras foram centrifugadas e o
sobrenadante recolhido, seguindo para o0s processos subsequentes de

purificagcao.

6.3.1 — Cromatografia de afinidade

A primeira etapa de purificacdo consistiu em uma cromatografia de
afinidade, conforme descrito no item 5.6, sendo que o sobrenadante foi passado
em resina His60 Ni Resin (Clontech®). Para equilibrio da coluna utilizou-se o
tampao de lise (50 mM de NaH2PO4; 300 mM de NaCl; 0,5 mM 2Mercaptanol e
5 mM de imidazol pH 8,5). As fracdes ligadas foram lavadas e eluidas com
tampéao de lise contendo concentragdes crescentes de imidazol (10 — 600 mM).
A Figura 12 apresenta o gel desnaturante contendo as aliquotas resultantes

desse primeiro processo de purificacdo para a proteina transaldolase.

Figura 12 - SDS-PAGE - Cromatografia de afinidade com His60 Ni para a proteina Transaldolase.
Coluna 1: (Marcador de peso molecular), Coluna 2: (Sobrenadante), Coluna 3: (Tampé&o de lise
com 5 mM de Imidazol), Coluna 4: (Lavagem com 10 mM de imidazol), Coluna 5: (Lavagem com
20 mM de imidazol), Coluna 6: (Eluicdo com 40 mM de imidazol), Coluna 7: (Eluicdo com 100
mM de imidazol), Coluna 8: (Eluicdo com 400 mM de imidazol); Coluna 9: (Lavagem com 600
mM de Imidazol).

40 kDa
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As fracBes eluidas (com 40, 100 e 400 mM de imidazol — Figura 12,
colunas com marcacdo 5, 6 e 7, respectivamente), contendo a proteina de
interesse, ainda apresentam alguns contaminantes caracteristicos da expressao.
Entretanto, a maior parte dos contaminantes, que antes pertencia ao extrato
bruto, foi eliminada nessa técnica. A partir dessas amostras eluidas partiu-se

para os processos subsequentes de purificagéo.

6.3.2 — Cromatografia por Exclusdo Molecular

A proteina de interesse, apds passagem pela cromatografia de afinidade,
foi submetida a uma cromatografia por exclusdo molecular, conforme descrito na
secdo 5.7. A coluna foi equilibrada com o tampéao contendo 50 mM de NaF e 50
mM de NaH2Po4, pH 8,5. A amostra foi aplicada com um fluxo constante de 0,3
mL/min. O cromatograma apresentou uma banda de absor¢do maxima no UV:58
nm (Figura 13), e, nesta etapa, aliquotas de 1 ml foram coletadas. As amostras
coletadas na etapa de purificacdo por exclusdo molecular foram avaliadas por
SDS-PAGE a 15%, verificando-se que, nesta etapa, foram obtidas fracdes com

grau de pureza superior a 90% (Figura 14)

Figura 13 - Cromatograma ilustrando padréo de eluicdo da proteina transaldolase utilizando-se
cromatografia de exclusdo molecular em coluna Superdex 200 GL 10/30 pré-empacotada
acoplada ao equipamento AKTA purifier (sistema automatizado). A coluna foi previamente
equilibrada com tampé&o contendo 50 Mm de NaF e 50 mM de NaH2Pos, pH 8,5. O cromatograma
apresentou uma banda de absor¢cdo méxima no UV:58 nm
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Figura 14 - SDS-PAGE 15% corado com Comassie referente a purificacdo da proteina
transaldolase utilizando-se cromatografia de gel filtracdo em sistema AKTA purifier. Coluna 1:
(Marcador de peso molecular); Coluna 2:(Amostra 1 referente ao pico de 58 nm da Excluséo
Molecular); Coluna 3: (Amostra 2 referente ao pico de 58 nm da Exclusdo Molecular); Coluna 4:
(Amostra 3 referente ao pico de 58 nm da Exclusdo Molecular).

M 1 2 3

De posse da proteina pura, foi possivel realizar os experimentos de
dicroismo circular e espectroscopia de fluorescéncia a fim de caracterizar a

enzima transaldolase de C. pseudotuberculosis.
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6.4 — Interacdo entre a proteina transaldolase e o flavonoide morina por

andlises espectroscopicas

6.4.1 — Espectroscopia de absorcao UV-Vis

O espectro de absorcao do flavonoide morina estd demonstrado na Figura
15, apresentando dois picos de absorcdo caracteristicos, um por volta do
comprimento de onda de 260 nm e outro proximo de 360 nm. Essas
caracteristicas sdo importantes para o calculo das concentracfes das solucdes
utilizadas nos experimentos. A concentracdo dos estoques das solucdes

utilizadas foram: [transaldolase] = 3 uM e [320 uM] .

Figura 15- Espectro de absor¢éo de UV-Vis do flavonoide morina, mostrando a absorbancia pelo
comprimento de onda. A morina foi diluida e titulada em DMSO. Caminho 6ptico de 1 cm, [320

uM].
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6.4.2 — Titulagdes Espectrofluorimétricas

No experimento de supressao de fluorescéncia da Transaldolase pela
Morina, a concentracdo da proteina foi mantida constante em 3 uM e o flavonoide

foi titulado a solucéo de Transaldolase (50 mM de NaF e 50 mM de NaH2Po4, pH
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8,5). A concentragdo de Morina variou de 0 a 6,7uM em cada titulacdo. O
experimento foi realizado em 298, 303 e 310 K. A solucéo de Transaldolase foi
excitada em 290 nm, ja que esse comprimento de onda excita unicamente
residuos de triptofano apresentados pela proteina Transaldolase
(LAKOWICZ,1999). A emissao de fluorescéncia da Transaldolase na presenca e
na auséncia do flavonoide foi registrada de 300 a 500nm. O efeito do flavonoide
sob a intensidade de fluorescéncia da Transaldolase em 298 K é mostrada na

Figura 16.

Figura 16 - Espectro de emissado de fluorescéncia do sistema transaldolase-morina (T= 298 K,
Aex = 290nm, Concentragéo de transaldolase = 3 yM) em tampao 50 mM de NaF e 50 mM de
NaH2POs4, pH 8,5. Verifica-se a supresséo da fluorescéncia com o aumento da concentragao de
Morina na solucdo de proteina (indicada pela seta). Os espectros correspondentes a 303 e 310K
apresentaram o mesmo perfil.
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Na Figura 16 pode-se visualizar o decréscimo do espectro de
fluorescéncia. Também é possivel observar que ndo ha deslocamento do pico de
fluorescéncia da proteina quando acrescida de ligantes, indicando que nao ha
contribuicdo da fluorescéncia dos anéis aromaticos do flavonoide neste
comprimento de onda. A supressao de fluorescéncia é um indicativo de que o

ambiente proteico esta sendo perturbado. Este efeito indica interacdo entre o
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ligante e a molécula proteica, porém ndo permite ainda caracterizar o tipo de
interagéo.

O processo de supressdo de fluorescéncia pode acontecer com a
presenca de uma molécula supressora. Muitas interagcdes moleculares podem
ocasionar-se em um processo de supresséao, tais como, reagdes com estado
excitado, rearranjo molecular, transferéncia de energia, formacdo de complexo
de estado fundamental e processo colisional. Esses mecanismos S&ao
classificados como dindmico ou estatico e, podem se diferenciar por suas
dependéncias com a temperatura, viscosidade e/ou tempo de vida de
fluorescéncia (LAKOWICZ,1999).

Primeiramente foram analisadas as variacbes de fluorescéncia da
transaldolase com o acréscimo de ligante na solucéo, de forma a se obter uma
faixa de variagdo da razdo Ligante/Proteina com valores inferiores até valores
bem superiores a unidade de emissédo da proteina, permitindo garantir que no
experimento realizado foi atingida a regido de saturacgéao.

Nos experimentos realizado, embora o flavonoide tenha sido preparado
em DMSO, o volume total de alcool na solugcéo contendo a proteina e o ligante,
apos as titulacbes, ndo ultrapassou 2,7 % do volume total da solug¢do, néo
afetando, desta forma, a estrutura terciaria da proteina, uma vez que
concentracbes acima de 10 % desse solvente sdo necessarias para causar
discretas alteracfes na estrutura proteica (TABOADA et al., 2007).

Para verificar o tipo de supresséo e, portanto, o tipo de interacao existente
entre a transaldolase e o flavonoide morina, os dados experimentais foram
analisados para determinar a relacdo entre a variacdo da razdo das
fluorescéncias do estado livre com o ligado em funcéo do acréscimo de ligante,
gréafico Fo/F versus [L], o qual nos fornece o valor da constante de Stern-Volmer
(Ksv). Na Figura 17 é apresentado o gréfico de Stern-Volmer referente ao
experimentos realizados e na Tabela 2 os valores de Ksv obtidos por meio da
declividade do gréfico. O software Origin 8.5.1 foi utilizado para a construcéo dos

gréaficos, bem como o célculo do melhor ajuste linear para cada grafico.
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Figura 17 - Grafico de Stern-Volmer para a supresséo de fluorescéncia da Transaldolase pela
Morina em 298, 303 e 310 K. O coeficiente angular apresenta o valor de Ksy.
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A Figura 17 mostra que, dentro da variacdo de concentracgédo de flavonoide
estudada, os resultados de supressao de fluorescéncia em 298, 303 e 310 K

estdo de acordo com a equacao de Stern-Volmer.

Tabela 2 - Valores de Ky obtidos na interacdo realizada entre a proteina Transaldolase e o
flavonoide Morina para diferentes temperaturas.

Temperatura (K) Ksv x 105 M-1
298 5,22
303 5,48
310 5,30

*Ksv: Constante de Stern-Volmer

Nos resultados mostrados na Figura 17, a linearidade observada entre
Fo/F e [L], e os valores das constantes de Stern-Volmer para as interacdes entre
o flavondide e a proteina transaldolase indicam interagdo entre a proteina e o
ligante. No caso da transaldolase este tipo de interacdo tem uma importancia na
proposta de bloquear a sintese de acidos nucleicos necessérios a replicacdo da
bactéria. O resultado na Tabela 2 exibe os valores para as constantes de
supresséo de Stern-Volmer Ksv em 298, 303 e 310 K, que sao obtidas a partir do
ajuste linear aos dados experimentais. A Tabela 2 mostra que os valores de Ksv
sdo inversamente correlacionados com o aumento da temperatura, indicando
gue o mecanismo de supressao da Transaldolase pelo flavonoide € iniciado pela

formacéo do complexo Transaldolase-flavonoide, ou seja, indicando a ocorréncia



63

do mecanismo de supressdo combinado estaticodinamico, ou seja, a supressao
é influenciada pela formacdo de um complexo e pelos eventos colisionais ao

mesmo tempo, gerando um desvio de linearidade.

6.4.3 - Calculo dos parametros de interacao

No caso do mecanismo de supressdo estatica, onde o ligante ligado
suprime totalmente a fluorescéncia da proteina, a suposicdo adotada é que os
sitios de ligacdo na proteina sdo iguais e independentes. Este modelo permite

escrever a equacao de equilibrio de reacdo como:

P+nL—L.P 3)

em que [P] é a concentracao de proteina, n € o nimero de sitios de ligacdo do
ligante na proteina, [L] é a concentracdo de ligante e [LnP] é a concentracdo de

complexo Proteina-ligante com constante de ligacédo Kb, dada por:

[£,P]

Ko =[L]'[P] (4)

Assumindo um modelo de dois estados no qual a proteina na solucéo
encontra-se complexada com o ligante ou livre, ou seja, [Pi]=[LnP]+[Pf], onde [P4]
€ a concentracao de proteina ndo complexada com ligante ou proteina livre. Nos
processos de supressao estatica, a florescéncia F do sistema € diretamente
proporcional a concentracao de proteina livre [Lf], assumindo que o complexo
proteina-ligante [LnP] € nao fluorescente, de tal forma a razdo entre a intensidade
de fluorescéncia da solucdo que contém proteina livre (sem a presenca de
ligante) Fo e a intensidade de fluorescéncia apos a adi¢cao de ligante na solucao

F € igual & raz&o entre a concentracdo de proteina livre e proteina ligada:

Fazendo [Py]=[LnP], temos:

[P:]=[Po]+[Pr] (6)
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Substituindo as equacoes (5) e (6) em (4), temos:

[P] = [Pr]  [Pe] — [Pf]

= PRl T [P
[Ln]”
onde
[P]—[P;]=F,—F
[Pr] F
Portanto:
= Ky[LyDn ™)

Admitindo que a concentracdo de ligante na solucdo seja maior que a
concentragéo de proteina, portanto [Lt ]=[Li]=[L], pode-se ent&o relacionar a fracédo

de fluorescéncia com a concentracéo de ligantes através da seguinte relagéo:

Fo—F

log( -

) =log(K;) +nlog([L) ~ (8)
onde, Fo e F sdo as fluorescéncias antes e apos a adi¢édo de ligante [L]

Através do gréfico log[(Fo-F)/F] versus log([L]), onde se observa
dependéncia linear, pode-se obter os valores relativos ao numero n de sitios de
ligacdo da proteina e a constante de associacdo Kp relativa a interacdo dos
ligantes com as proteinas.

Nos resultados do grafico log[(Fo-F)]/F] vs log([L{]) (Figura 18) gerados
pelo software Origin 8.5.1, pode-se obter os valores relativos ao niamero de
ligante por proteina (n) e a constante de associacao aparente Ky da interacao do
ligante Morina com a proteina Transaldolase. A figura 18 apresenta o resultado
referente a titulacdo da proteina com o ligante, sendo que o valor de Kpe n da

interacdo sdo apresentados na Tabela 3.
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Figura 18 - Gréfico duplo-log para a supressao de fluorescéncia da Transaldolase (Aex = 290
nm) pela Morina em 298, 303 e 310 K. [Transaldolase] = 3 uM em tampao 50 mM de NaF e 50
mM de NaH2POg, pH 8,5.
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O valor da constante de ligacdo Kb, referente a interacdo da proteina
transaldolase com o flavonoide morina (Figura 18) indica uma interacéo
moderada. E consenso na literatura considerar a seguinte classificacéo:
constantes abaixo da ordem de 10* como interacées de afinidade fraca, 10* a
10% como interacdes de afinidade moderada e, acima de 10’M, interacdes de
afinidade forte. Além disso, outro dado importante refere-se a estequiometria da
interacdo, indicando que ha um unico sitio de ligacdo na transaldolase para a

morina (n = 1) (Tabela 3).

Tabela 3 — Constantes de ligacao K» € nUmero de sitios de ligagédo n para a reacéo de transaldolase com
o flavonoide morina em diferentes temperaturas (298, 303 e 310 K).

T (K) n+0,05 Kb+0,09 (X
105 M)
208 1,06 5,72
303 1,10 5,49
310 1,08 5,35

K: Kelvin; Kp: Constante de associagéo aparente; n: Numero de ligantes por sitio.

O célculo de Kb em diferentes temperaturas permite analisar os parametros

termodinamicos envolvidos na interagdo como: energia livre, entalpia e entropia.
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Estes dados sdo importantes na andlise da especificidade da interacdo do
flavonoide morina com a transaldolase, permitindo uma melhor compreenséao de

como a estrutura do flavonoide é importante nesse tipo de interacao.

6.4.4 - Andlise Termodinamica

Sendo que AH° é a variacao de entalpia, AS° a variacao de entropia, R a
constante universal dos gases ideais e Ko a constante de ligagdo em uma
correspondente temperatura (T). A Tabela 4 mostra os valores de AH° e AS°
obtidos através da inclinacdo da reta (ajuste linear) do grafico de Van't Hoff e

extrapolacdo para a ordenada, apresentado na Figura 19.

Figura 19 - Grafico de Van't Hoff (InK vs 1/T) para o complexo Transaldolase-flavonoide para as
temperaturas de 298, 303 e 310 K.
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Tabela 4 - Parametros termodinamicos do complexo Transaldolase-Morina em 298,303 e 310K.

Temperatura (K) AH AG -T.AS
(kcal.mol-1) (kcal.mol-1) (kcal.mol-1)
298 -7,85+0,03 -8,03+0,03
303 0,18+ 0,02 -7,96+0,03 -8,14+0,03
310 -8,17+0,03 -8,35+0,03

AH: entalpia; AG: energia livre de Gibbs e; AS: entropia
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Os valores de variacdo de entalpia (AH) foi determinada a partir da
inclinacdo do grafico de Van't Hoff. As energias livres de Gibbs (AG) foram
obtidas utilizando a equacdo AG= -RTIn(Kv) e o valor da variacdo de entalpia
TAS foi calculado para cada temperatura utilizando a relacdo de Gibb: TAS=AH
-AG.

A interacdo do ligante com uma proteina pode envolver a formacdo de
pontes de hidrogénio, forcas de van der Waals, forcas eletrostaticas, interacdes
hidrofobicas, dentre outras. Uma forma de avaliar quais destes modos de
interacdo sdo predominantes em uma reacédo, € a determinacao de parametros
termodinamicos, tais como, variacdo de entropia e de entalpia da reacdo. O
estudo da dependéncia da constante de ligacdo com a temperatura, em uma
faixa de valores que ndo afeta a estrutura da transaldolase conforme mostrados
através de experimentos de CD, permite, através do gréafico de Van’t Hoff, obter
esses valores. O grafico de Van't Hoff relaciona a variacdo de temperatura com
a variagédo da constante de associacdo, dado pela diferenga de entalpia (AH). A
linearidade obtida no grafico InK versus 1/T, Figura 19, e os valores obtidos para
a variacdo da energia livre de Gibbs, mostrados na Tabela 4, mostram que o
processo de interacdo entre a morina e a transaldolase é espontaneo (AG<0).

Baseando-se nos sinais e magnitudes dos parametros termodinamicos
apresentados na Tabela 4 € possivel discutir o tipo individual de contribuicdo das
interacbes que podem ocorrer na formacdo dos complexos Transaldolase-
flavonoide. A comparacao entre as magnitudes de variacao de entalpia e entropia
definira se a contribuicdo hidrofébica ou eletrostatica realizard& um papel
importante na estabilizacdo dos complexos. De acordo com a literatura, valores
positivos de AS e AH acarretam tipicamente em interagBes hidrofébicas,
enquanto que valores negativos implicam em forcas de van der Waals e pontes
de hidrogénio.

Baseados em estudos de estrutura da agua, uma variacdo de entropia
positiva € geralmente vista como evidéncia de interacéo hidrofobica. Em adicéo,
interacdo eletrostatica especifica entre espécies de ions e, solucdo aquosa é
caracterizada por um valor de AS positivo, enquanto AH é ligeiramente positivo
ou negativo (LU et al.,2009). Os valores dos parametros termodinamicos (Figura

20) indicam que a interacdo entre a Morina e a Transaldolase € dirigida pela
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entropia, sugerindo que interagdes hidrofébicas desempenham o papel principal
na formacdo do complexo. Entretanto, as interacfes eletrostaticas (como, por
exemplo, pontes de hidrogénio) ndo podem ser negligenciadas visto que a

contribuicdo hidrofobica ndo € suficiente para a garantir a estabilidade do

complexo de associagéao.

Figura 20 - Perfil termodinamico da interagdo entre Transaldolase e Morina.
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6.5 — Espectros de Dicroismo Circular para a transaldolase

Os espectros de CD da transaldolase (Figura 21) mostram que esta
proteina tem a seguinte contribuicdo de componentes de estruturas secundarias,
conforme andlise de deconvolugédo espectral realizada pelo método de Contin
(SREERAMA; WOODY, 2000): 74% de alfa hélice, 0% de folha beta, 7,9% de
alcas (turn) e 18,1 % de estruturas aleatérias. O resultado de modelagem para
essa mesma proteina realizada por nosso grupo de pesquisa mostrou uma
predominancia de alfa hélice, em concordéncia com os resultados obtidos
experimentalmente. Estruturas tridimensionais de enzimas da familia das
transaldolases com alto grau de homologia com a de C. pesudotuberculosis

mostram uma maior porcentagem de alfa hélice, formando um barril central ativo
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com as folhas beta (SAMLAND et al., 2012). Dessa forma, o resultado de CD

revela que a proteina em estudo estava em sua forma nativa, ndo-desenovelada.

Figura 21 — Espectro de Dicroismo Circular da transaldolase. A concentragdo de protina utilizada
para este experimento foi de 0,6 UM em cubeta com caminho 6ptico de 5,0 mm. A linha continua
corresponde ao espectro de CD e a representacdo em circulos corresponde ao ajuste dos dados
experimentais obtidos da deconvolucéo do espectro de CD. A proteina apresenta 74% de alfa
hélice, 0% de folha beta, 7,9% de alcas (turn) e 18,1 % de estruturas aleatérias. A proteina
estava em tampé&o com 50 mM de NaF e 50 mM de NaHz2POa4, pH 8,5.
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O grafico (Figura 22) mostra a elipticidade molar a 222 nm em fungéo da
temperatura, sendo possivel observar a curva de desnaturacdo térmica da
proteina Transaldolase. A partir desta curva € possivel obter a temperatura de
melting (Tm), Ou seja, a temperatura na qual 50% das moléculas da proteina estéo
na estrutura nativa e 50% com estrutura desnaturada. Verificou-se que a
temperatura de melting da Transaldolase é de 321,15K (48°C), mostrando que
esta proteina é termicamente estavel em temperaturas abaixo de 48°C e que as
medidas selecionadas para a realizacdo dos experimentos de fluorescéncia, que

estdo abaixo da temperatura de 37°C, sdo faixas de temperatura que nao
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produziram alteragdes na estrutura secundéria da proteina mantendo a mesma

enovelada.

Figura 22 - Desnaturacdo Térmica da proteina Transaldolase entre 20 e 80 °C em comprimento
de onda de 222 nm, a 1 °C/min em cubeta com caminho éptico de 5 mm, apresentando Tm = 48
°C. A proteina estava em tamp&o com 50 mM de NaF e 50 mM de NaH2POg4, pH 8,5.
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6.6 - Estabilidade térmica da Transaldolase por DSC

A estabilidade térmica da Transaldolase foi investigada utilizando a técnica
de DSC. A Figura 23 mostra o termograma DSC do processo de desenovelamento
da Transaldolase. A partir deste termograma, pode-se observar que a
Transaldolase apresenta uma temperatura de desnaturacao de aproximadamente
48,8 °C, correspondente a capacidade térmica maxima da transicdo endotérmica.
Pode-se observar que este dado confirma a temperatura de melting obtida através
do Dicroismo Circular de 48 °C. A varredura de enovelamento (resfriamento) da
Transaldolase apds sua desnaturacdo nao apresentou transi¢coes no termograma

DSC, indicando que a desnaturacao térmica da Transaldolase € irreversivel.
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Figura 23 - DSC do processo de desenovelamento da Transaldolase. A curva de excesso de capacidade de
calor aparente foi registrada para Transaldolase (23 pM) em tampéo fosfato de sédio (20 mM de NaH2Pos e
100 mM de NaF, pH= 8,0) com taxa de aquecimento de 1°C/min.
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6.7 - Andlise por Bioinformética

Foi realizada uma busca de sequéncias de transaldolases de varias
espécies, incluindo a proteina Transaldolase de C. pseudotuberculosis, através
da plataforma BLAST. Foram encontradas cinco sequéncias de origem
bacteriana: Bacillus subtilis (PDB 3R8R), Corynebacterium glutamicum (PDB
3R5E), Neisseria gonorrhoeae (PDB 3CLM), Thermotoga maritima (PDB 1VPX),
Thermus thermophilus (PDB 1WXO0) e adicionamos a sequéncia da espécie
Homo sapiens (PDB 1F05).

Os resultados apresentados na Figura 24 mostram o alinhamento
realizado pela ferramenta CLUSTAL entre as sequéncias de aminoacidos da
proteina Transaldolase de C. psedotuberculosis e das espécies Bacillus subtilis,
Corynebacterium glutamicum, Neisseria gonorrhoeae, Thermotoga maritima,
Thermus thermophilus e Homo sapiens. Nas andlises, os simbolos asterisco (*)
mostram residuo completamente conservado, ponto (.) indica a conservacao
entre grupos de propriedades fortemente similares, dois pontos () indica a

conservacgao entre os grupos de propriedades fracamente similares e a auséncia
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de qualquer simbolo mostra a auséncia de conservacgéo. Estes simbolos podem
ser observados na linha inferior do alinhamento (Figura 24).

Em destaque observam-se os residuos do sitio ativo da proteina
Transaldolase de C. pseudotuberculosis comparada com outras espécies. Em
vermelho temos residuos de &cido Aspartico (28 D), em azul temos Treonina (56
T) e Asparagina (58 N), depois em verde temos um &cido glutamico (124 E), em
seguida uma lisina em laranja (160 K), em marrom temos asparagina (183 N) e
treonina (185 T) e por dltimo a serina (222 S) e fenilalanina (224 F) em magenta.
O alinhamento entre as sequéncias de transladolases indicam a conservacao
dos residuos do sitio ativo entre as corinebactérias e também entre as outras

espécies incluindo a humana.
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Figura 24 - Alinhamento entre os residuos de aminoacidos da proteina Transaldolase em C.
pseudotuberculosis e as espécies: Bacillus subtilis, Corynebacterium glutamicum, Neisseria
gonorrhoeae, Thermotoga maritima, Thermus thermophilus e Homo sapiens. Em destaque séo
os residuos de aminoacidos que fazem parte do sitio ativo, acido Aspartico (28D), Treonina (56T)
e uma Asparagina (58N), acido glutamico (124E), lisina (160K), asparagina (183N) e treonina
(185T), serina (222S) e fenilalanina (224F).
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A tabela 5 traz a porcentagem de identidade (%) de cada sequéncia usada

em relagdo a Transaldolase de C. pseudotuberculosis.

Tabela 5 - Porcentagem de identidade (%) de cada sequéncia usada em relacdo a Transaldolase
de Corynebacterium pseudotuberculosis.

Espécies Identidade (%)
. 76%
Corynebacterium °
glutamicum
39%
Thermotoga 0
maritima
. . 38%
Neisseria
gonorrhoeae
32%
Thermus 0
thermophilus
Bacilus subtilis 32%
Homo sapiens 28%

Pode-se observar na figura 25 a estrutura tridimensional da proteina de
C pseudotuberculosis (em azul) juntamente com as estruturas das espécies,
Corynebacterium glutamicum (76%), Thermotoga maritima (39%), Neisseria
gonorrhoeae (38%), Bacillus subtilis (32%), Thermus thermophilus (32%) e
Homo sapiens (28%), obtidas por modelagem. Para a constru¢cdo do modelo da
proteina C. pseudotuberculosis foi utilizado o programa SWISS-MODEL, sendo
a estrutura da Corynebacterium glutamicum o modelo utilizado como molde, uma
vez que foi esta que apresentou maior identidade (76%) e cobertura (99%). Em
azul temos a estrutura da proteina em C. pseudotuberculosis, pode-se observar
gue ela é constituida em maior parte de hélices, as estruturas de Thermotoga
maritima, Bacillus subtilis e Thermus thermophilus (vermelho, amarelo e verde)

apresentaram diferencas em relacdo a estrutura modelo (em azul), contendo



75

hélices na regido C-terminal. A estrutura de Homo sapiens (magenta), também
apresenta duas hélices e uma volta indo para regido Cterminal, no qual é ausente

na estrutura de C. pseudotuberculosis.

Figura 25 - Alinhamento estrutural do modelo da Proteina Transaldolase de Corynebacterium
pseudotuberculosis, juntamente com aquelas obtidas das espécies: Corynebacterium glutamicum
(76 %), Thermotoga maritima (39 %), Neisseria gonorrhoeae (38%), Bacillus subtilis (32 %),
Thermus thermophilus (32 %) e Homo sapiens (28 %), apontando as diferencas estruturais entre
a C. pseudotuberculosis (azul), Thermotoga maritima, Bacillus subtilis e Thermus thermophilus
(vermelho, amarelo e verde) e Homo sapiens (magenta).

A figura 26 mostra a estrutura tridimensional (obtida por modelagem) da
proteina Transaldolase de C. pseudotuberculosis com 0s seus respectivos
residuos do sitio ativo, juntamente com as outras espécies. Nessa figura observa-
se que, embora haja diferencas estruturais pontuais (hélices na regido C-terminal
e duas hélices e uma volta indo para regido C-terminal para o Homo sapiens), ha
uma conservagao estrutural na regido do sitio ativo, indicando que estas regides
com pequenas diferencas estruturais podem ter funcdes especificas de cada
espécie, mas a conservacao sequencial e estrutural do sitio ativo preserva a

fungéo caracteristica desse sitio ativo que é a ligagéo a fosfato.
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Figura 26 - Estrutura tridimensional representada em cartoon, mostrando a estrutura da proteina
Transaldolase de Corynebacterium pseudotuberculosis e os respectivos residuos de aminoacidos,
juntamente com as espécies Bacillus subtilis, Corynebacterium glutamicum, Neisseria
gonorrhoeae, Thermotoga maritima, Thermus thermophilus e Homo sapiens. Em amarelo temos
residuos de Lisina (160), em magenta Treonina e Asparagina (56 e 58), em Azul Claro Serina e
Fenilalanina (222 e 224), em vermelho Asparagina e Treonina (183 e 185), em verde &cido
aspartico (28) e em azul acido glutdmico (124).

A estrutura da transaldolase de Corynebacterium pseudotuberculosis obtida por
modelagem apresentou aproximadamente 61 % de alfa hélice, 11 % de folha beta
e 28 % de estruturas aleatérias, formando um barril centro ativo de alfa hélice.
Esse resultado esta préximo ao obtido por Dicroismo Circular, mostrando que a

proteina utilizada durante os experimentos estava em sua forma nativa.

7 - CONCLUSOES

A patrtir dos resultados obtidos nesse estudo, pode-se concluir que:
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A proteina Transaldolase de C. pseudotuberculosis foi expressa
utilizando-se BL21 (RIL) sob as condi¢cfes de indu¢cdo com 0,3 mM de
IPTG por 6 horas a 30 °C;

A proteina Transaldolase, com aproximadamente 40 kDa, foi purificada em
cromatografia de afinidade em resina His60 Ni Resin (Clontech®) néao
automatizada seguida de cromatografia de exclusdo molecular feita através do
sistema AKTA puirifier;

A estrutura secundaria da Transaldolase, apresentou a seguinte
composicdo: 74 % de alfa hélice, 0% de folha beta, 7,9 % de alcas (turn) e 18,1
% de estruturas aleatérias, valores de acordo com o obtido por modelagem
molecular para essa proteina. Além disso, a andlise da desnaturagdo térmica
mostrou que a temperatura de melting é de 48°C, indicando que a proteina é
estavel, sendo que medidas selecionadas para a realizacao de experimentos que
estdo abaixo da temperatura de 37 °C, sédo faixas de temperatura que néo
produziram alteracdes na estrutura secundaria da proteina mantendo a mesma
enovelada;

A calorimetria diferencial de varredura apresentou uma temperatura de
desnaturacdo de aproximadamente 48,8°C, correspondente a capacidade
térmica maxima da transicdo endotérmica. Observou-se que este dado confirma
a temperatura de melting dada através do Dicroismo Circular de 48°C e que a
desnaturacao térmica da Transaldolase € irreversivel.

A interacdo entre o flavonoide Morina e a enzima Transaldolase
apresentou mecanismo de supressao estatico-dinamico, ou seja, a supressao é
influenciada pela formag¢ao de um complexo e pelos eventos colisionais. Também
apresentou uma constante de associacdo aparente (Kb) de 10° e 1 sitio de
interacdo entre Transaldolase e Morina. A analise termodinamica mostrou que o
processo de interacdo entre a Morina e a Transaldolase é espontaneo AG <0,
endotérmico AH >0 e entropico AS <0. Os valores indicam que a interagao é
dominada por intera¢des hidrofébicas, entretanto, as interacdes eletrostaticas ndo
podem ser negligenciadas visto que a contribuicdo hidrofobica néo € suficiente
para a garantir a estabilidade do complexo de associacgao;

Baseado nas analises de bioinformatica observou-se que, apesar de

existirem diferencas estruturais pontuais (hélices na regido C-terminal e duas
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hélices e uma volta indo para regido C-terminal para o0 Homo sapiens) ha uma
conservacgao estrutural na regido do sitio ativo, indicando que estas regides com
pequenas diferencas estruturais podem ter funcdes especificas de cada espécie,
mas a conservacao sequencial e estrutural do sitio ativo preserva a funcéo
caracteristica desse sitio ativo que € a ligacao a fosfato.

Assim, sabendo-se que a proteina Transaldolase é a proteina chave no
processo das infec¢cdes por Corynebacterium pseudotuberculosis e considerando
as propriedades antibacterianas e antiproliferativas do flavonoide morina, sugere-
se que este composto possa ser investigado para os seus usos especificos.
Sugere-se que a interacdo da transaldolase com a Morina possa exercer um
papel de carreador ou seja, uma forma pela qual a proteina leva a molécula para
o local que ela atua, e, assim, a Morina consiga realizar sua funcgéo

antiproliferativa e bloquear as infecgoes.
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