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RESUMO

A esfingomielinase D (SMase D) é uma hidrolase fosforica que cliva esfingomielinas em
ceramida e fosforilcolina, alterando a fluidez, permeabilidade e cargas da membrana
citoplasmatica além de estar relacionada a necrose de macréfagos e inflamacéo pulmonar.
Além disso, é conhecida por ser uma enzima dermonecrdtica, que permite a disseminacao
patogénica pelo hospedeiro. Embora muitas vezes classificadas como fosfolipases D, néo
apresentam a sequéncia HKD conservada na familia dessas enzimas, as quais podem ser
encontradas nos organismos Trichophyton rubrum, Arcanobacterium haemolyticum,
Austwickia chelonae e Corynebacterium pseudotuberculosis, além de outros organismos.
Esses quatro micro-organismos tiveram seus protocolos de expressdo e purificacdo em
larga escala estabelecidos e analises de viabilidade celular utilizando linhagens de células
HaCaT demonstraram o potencial de toxicidade desses quatro organismos e permitiram
encontrar um possivel inibidor (doxiciclina) para futuros testes in vivo. Estudos de
catalise enzimatica por RMN demonstram o padrdo de velocidade catalitica dessas

proteinas na presenca do substrato lisofosfatidilcolina (LPC).

Palavras-chave: Arcanobacterium haemolyticum. Austwickia chelonae,
Corynebacterium pseudotuberculosis. Trichophyton rubrum. SMase D. HaCaT. Catalise

enzimatica.



ABSTRACT

Sphingomyelinase D (SMase D) is a phosphoric hydrolase that cleaves sphingomyelins
in ceramide and phosphorylcholine, changing the fluidity, permeability and cytoplasmic
membrane loads, in addition to being related to macrophage necrosis and pulmonary
inflammation. In addition, it is known to be a dermonecrotic enzyme, which allows
pathogenic dissemination by the host. Although they are often classified as
phospholipases D, they do not have the HKD sequence conserved in the family of these
enzymes, which can be found in the organisms Trichophyton rubrum, Arcanobacterium
haemolyticum, Austwickia chelonae and Corynebacterium pseudotuberculosis, in
addition to other organisms. These four microorganisms had their large scale expression
and purification protocols established and cell viability analyzes using HaCaT cell lines
demonstrated the toxicity potential of these four organisms and allowed to find a possible
inhibitor (doxycycline) for future in vivo tests. Studies of enzymatic catalysis by NMR
demonstrate the pattern of catalytic rate of these proteins in the presence of the substrate
lysophosphatidylcholine (LPC).

Keywords:  Austwickia chelonae.  Trichophyton rubrum. Arcanobacterium
haemolyticum. Corynebacterium pseudotuberculosis. SMase D. HaCaT. Enzymatic

catalysis.
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1 Introducéo

1.1 Esfingomielinases
As fosfolipases (PLs) s&o um grupo bastante diversificado de enzimas capazes de hidrolisar
a ligacdo éster dos fosfolipideos, Sdo descritas como fatores de viruléncia ou de toxicidade,
encontradas em diversos organismos. Existem quatro tipos de PLs: PLA, PLB, PLC e PLD
(WAITE, 1996). As esfingomielinases sdo um grupo de diéster hidrolases fosforicas que clivam
esfingomielinas em ceramida e fosforilcolina e por meio dessa clivagem ocorrem mudangas na
fluidez, permeabilidade e cargas da membrana citoplasmatica (GONI &ALONSO, 2002).

Em 1999, foi proposta por Samet e Barenholz, a divisdo das esfingomielinases em cinco
grupos (1): a primeira a ser proposta foi a esfingomielinase acida (aSMase) cujo atividade 6tima
é em pH ~5. (2): A esfingomielinase secretora (sSMase). (3): esfingomielinase neutra (nSMase)
dependente de Mg?*, que é uma proteina soliivel em bactérias e responsavel por catalisar
especificamente a clivagem hidrolitica da esfingomielina em ceramida e fosfocolina em pH
~7,4. (4): (nSMase) independente de Mg®** e (5): esfingomielinase alcalina (bSMase)
(CHATTERJEE, 1993; SAMET & BARENHOLZ, 1999).

Figura 1: Sitio de clivagem da esfingomielina que € reconhecido pelas SMases C e D e seus produtos de clivagem.

SMase C originam os produtos ceramida e fosforilcolina, enquanto a SMase D ceramida-1- fosfato e colina.
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Fonte: FLORES-DIAZ et al., 2016.

Esfingomielinases D (SMases D; EC 3.1.4.41) sdo fosfolipases, conhecidas também como

esfingomielina fosfodiesterases D (LUCAS et al., 2010). Essas enzimas sdo responsaveis pela
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clivagem hidrolitica das esfingomielinas ou de outros tipos de lisofosfolipideos encontrados na
membrana citoplasmatica de seres eucariotos, para produzir colina e ceramida 1-fosfato ou
colina e acido lisofosfatidico (LPA), respectivamente (Fig. 1) (LEE & LYNCH, 2005). A
SMase D € uma enzima dermonecrdética hemolitica que causa purgacdo e atua nas células
endoteliais, provocando aumento da permeabilidade dos vasos sanguineos e linfaticos,
proporcionando desta maneira a infeccdo (ALVES et al., 2007; FONTAINE & BAIRD, 2008;
SOUZA et al., 2011). SMases D também foram encontradas no veneno de aranhas marrons,
sendo as responsaveis pela dermonecrose, insuficiéncia renal e morte (CHAIM et al., 2006).

Lee e Lynch (2005) propuseram que a SMase D seria um termo muito limitado e deveria
ser tratada com o0 nome de PLD em algumas ocasides, pois com uma maior gama de estudos,
se descobriu que essa enzima é capaz de hidrolisar uma extensa quantidade de fosfolipideos e
ndo exclusivamente a esfingomielina (LEE & LYNCH, 2005).

A primeira SMase D catalogada foi descoberta no veneno da familia de aranhas Sicariidae
como sendo a responsavel pelos efeitos do loxoscelismo (GERTSCH, 1967). A producéo de
ceramida-1-fosfato € capaz de alterar a posicdo lipidica (camada interna e externa) e
morfologica da membrana citoplasmatica como a fluidez e permeabilidade e também esta
relacionada a alteracdes na regulacéo de respostas ao estresse, autofagia, producéo de citocinas,
fagocitose, migracéo de neutréfilos e liberacdo de mediadores inflamatorios. As SMases D sdo
enzimas que nao apresentam sequéncia semelhante (grau de homologia) as outras fosfolipases
e também ndo apresentam a sequéncia conservada de residuos de aminoacidos HKD, que
caracteriza a superfamilia PLD e por isso, ndo sdo capazes de agir sobre a fosfatidilcolina e
outros glicerofosfolipideos (DIAS-LOPES et al., 2013; SUNG et al., 1997). Nos fungos a
SMase D é capaz de regular algumas funcdes esséncias de desenvolvimento, como na
esporulacdo de leveduras, trafego vesicular e viruléncia para espécies patogénicas (ROSE et al.,
1995; NEIMAN, 1998; HUBE et al., 2001).

As SMases D que sdo expressas por bactérias sdo consideradas fatores de viruléncia e
durante o processo de infeccdo de diferentes hospedeiros, ao hidrolisar os lipideos que
compdem a membrana citoplasmatica, causam a lise de suas células permitindo que ocorra
colonizacdo e disseminagdo bacteriana, proporcionando um ambiente com nutrientes para
replicacdo e sobrevivéncia do patdgeno. Esse processo de desestabilizacdo celular esta
envolvido diretamente na destruicdo da célula e em infecces que destroem os tecidos, como

por exemplo, gangrenas e erupgdes cutaneas nas células e tecidos do hospedeiro (SCHMIEL &
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MILLER, 1999; TITBALL, 1998; SONGER, 1997). As bactérias mutantes patogénicas que
ndo apresentam gene codificador da SMases D apresentam um sistema de viruléncia
comprometido, o que corrobora para o papel de patogenicidade dessa enzima (FLORES-DIAS
et al., 2016).

SMases D (30-35 kDa) apresentam um Unico tipo de dominio que apresentam dobramento
“TIM (ov/p) barrel” com insercdo de folha-a e folhas-B. Em sua conformacdo ha um loop
catalitico, um loop flexivel e um loop variavel e ela ainda conta com varios outros curtos loops
que cercam o centro ativo (Fig. 2) (DE ANDRADE et al., 2006; MURAKAMI et al., 2006).
No sitio catalitico sdo encontrados dois residuos de histidina (His12 e His47), que tém a funcéo
de hidrolisar os esfingolipideos, por meio de um mecanismo &cido-base. Um ion Mg?* é
coordenado tetraedricamente por trés residuos (Glu32, Asp34, Asp91) e uma molécula de agua,
e tem a propriedade de estabilizar e coordenar o grupo fosfato do substrato durante o processo
de hidrolise do lipideo (MURAKAMI et al., 2005; MURAKAMI et al., 2006; DE SANTI
FERRARA et al., 2009; ULLAH et al., 2011). Em 2006, Murakami e colaboradores mostraram
que o residuo His47 € o grupo nucleofilico que inicia a hidrolise ao atacar a ligacao fosfodiéster
do substrato, enquanto que o residuo Hisl2, ao doar um atomo de hidrogénio para o
intermediario pentacoordenado, forma a colina, portanto a His12 desprotonada tira um proton
da molécula de agua e inicia um segundo ataque nucleofilico sobre o intermediario da reagéo e
liberando a cermamida-1-fosfato (Fig. 2 e 3) (MURAKAMI et al., 2006).
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Figura 2: Estrutura tridimensional de uma esfingomielinase evidenciando os principais residuos de aminoacidos
funcionais (His12, His47, Glu32, Asp34, Asp91) do sitio catalitico e o fon Mg? sendo representado pela esfera
verde. O loop catalitico B (azul), loop variavel E (verde) e o loop flexivel F (vermelho). Adaptado de MURAKAMI
et al, 2005.

Fonte: MURAKAMI et al., 2005.
Figura 3: Mecanismo da catalise das SMases D
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Fonte: MURAKAMI et al., 2006.

As SMases D foram classificadas em | e Il de acordo com suas informag@es bioquimicas,
estruturais e alinhamento sequencial. A SMase D | é conhecida por apresentar apenas uma ponte
dissulfeto e uma alga hidrofobica. As SMases D do grupo Il tém duas pontes dissulfeto, ligando
a alca flexivel com a alca catalitica. Esse ultimo grupo pode ser subdivido em Il —a, que s&o as
proteinas capazes de hidrolisar a esfingomielina, e em Il —b, que ndo conseguem desempenhar
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esse papel e isso ocorre devido a alteracfes nos residuos de aminoécidos G95N e P134Q, ao
fazer com que a entrada do sitio catalitico fique hidrofilica e por uma mudanca de cargas no
grupo carboxilato quando existe a aproximacao do substrato ao sitio catalitico (MURAKAMI
et al., 2006).

1.2 Micro-organismos

Existem cerca de 100.000 espécies de fungos descritas e acredita-se que a maioria das
espécies ainda ndo foi encontrada (KIRK et al, 2008). Os fungos sdo micro-organismos
eucariotos, capazes de habitar diferentes tipos de ambientes como solo, matéria organica morta,
agua, e ar, podendo ser patdégenos de plantas, animais e humanos. Eles podem beneficiar o
desenvolvimento de plantas, serem esséncias nos processos de fermentacdo, na sintese de
diversos tipos de antibioticos e na decomposicdo de matéria morta. Os fungos podem ser
organizados em filamentosos, cogumelos e leveduras, sendo que os filamentosos e 0s
cogumelos sdo multicelulares e as leveduras sao unicelulares. Os fungos patogénicos acarretam
doencas por meio de trés mecanismos principais: respostas imunes inapropriadas (alergias),
producéo de toxinas e micoses (MADIGAN et al., 2006).

A micose € um dos mecanismos pelo qual os fungos ocasionam infec¢des sobre o corpo ou
no interior de seus hospedeiros, podendo variar quanto o grau de gravidade e de tratamento.
Elas sdo subdivididas em trés categorias: as superficiais (fungo aparece nas camadas
superficiais da pele, cabelo ou unha), subcutaneas (envolve camadas mais profundas da pele) e
as sistémicas (crescimento do fungo em 6rgéos internos do corpo). Os fungos que causam as
micoses superficiais sdo conhecidos como dermatofitos (MADIGAN et al., 2006) e eles
utilizam a queratina como fonte de nutriente. As doencas causadas por dermatofitos sdo
decorrentes das enzimas que o fungo libera para digerir os tecidos queratinizados (GUPTA &
SUMMERBELL, 2000; WEITZMAN & SUMMERBELL, 1995). Segundo a organizacao
mundial da saude (OMS), 25% da populacdo mundial, é afetada por dermatofitos e hd uma
estimativa que desse total, 30%-70% nao apresentam sintomas e a suscetibilidade aumenta a
medida gue o individuo envelhece (SEEBACHER et al., 2008).

Uma das espécies mais conhecidas de dermatéfitos é o fungo Trichophyton rubrum, espécie
patogénica, filamentosa e antropofilica que causa a doenca popularmente conhecido como “pé
de atleta”, que origina infeccdes principalmente nos pés (tinea pedis), mas também pode
aparecer em outras superficies imidas da pele, bem como micose nas unhas (tinea unguium) e

dermatofitoses na virilha, méos e corpo (tinea corporis). Sdo infeccbes de facil transmissdo
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(esporos presentes em pisos de banheiros, vestiarios, toalhas ou roupas) e geralmente o
tratamento € de longa duracdo, o que pode estar relacionado a resisténcia do fungo sobre
determinados medicamentos. A longa exposicdo a esses remédios ocasiona efeitos colaterais
(MADIGAN et al., 2006; SEEBACHER et al., 2008).

Arcanobacterium haemolyticum é uma bactéria gram-positiva, com respiracdo aerdbica
facultativa, apresenta forma de bacilo, mas conforme cresce, a forma de cocos se torna
predominante e ndo ha formacdo de enddsporos. O crescimento é potencializado na presenca
de CO; e apresenta dois tipos diferentes de cepas: a suave que é encontrada predominantemente
em feridas e a aspera que é encontrada predominante no trato respiratorio (COLLINS et al.,
1982; CARLSON et al., 1994). Essa bactéria foi descrita inicialmente como sendo do género
Corynebacterium e a espéecie sendo C. haemolyticum. De acordo com diferencas que essa
espécie apresentou com relacdo ao seu género, apos varios estudos e discussdes, 0s cientistas
entraram em comum acordo e realocaram essa bactéria no género Arcanobacterium e a
classificaram como Arcanobacterium haemolyticum (COLLINS et al., 1982; MEHTA, 2003).

A. haemolyticum € um patogeno responsavel pela faringite crénica hipertrofica (faringite
exsudativa) e pela infeccdo dos tecidos moles. Afeta principalmente adolescentes e jovens
adultos com idade entre 10 e 30 anos (MACKENZIE et al., 1995). Essa bactéria também foi
encontrada em pessoas que apresentavam ulceras cutaneas, meningite, pneumonia, endocardite
e infecgcdes frequentes na garganta (CARLSON et al.,, 1994). Os principais sintomas dos
pacientes que apresentam a A. haemolyticum sdo dor de garganta, febre, glandulas linfaticas
inchadas e erupcgdes cutaneas do tipo exantema (HEALTHY CHILDREN, 2015; MILLER et
al., 1986). Existem varios casos nos quais o paciente é diagnosticado erroneamente com
faringite causada por bactérias do tipo estreptococos, quando na verdade, o patdgeno é A.
haemolyticum. Isso ocorre, pois, as culturas com estreptococos sdo avaliadas em até 24h depois
da inoculacédo, tempo esse em que as culturas de A. haemolyticum ainda ndo se desenvolveram
o suficiente para serem identificadas e desse modo, a cultura pode ser discriminada
(MIYAMOTO et al., 2015; TOMPKINS, 1983). A. haemolyticum produz um conjunto de
toxinas extracelulares: hemolisina, esfingomielinase D (SMase D) e neuraminidase. Estudos
apontam, que o aparecimento de infecgbes e manifestaches cutineas estdo atreladas
principalmente a SMase D (GASTON & ZUROWSKI, 1996; SOUCEK & SOUCKOVA,
1974).
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A producdo de SMase D contribui para que a infec¢do se propague do local pelo qual a
bactéria penetrou, para locais secundarios no hospedeiro (NAIRN et al., 1977). A SMase D de
A. haemolyticum, é homologa a de C. pseudotuberculosis, e ambas sdo responsaveis pela
permeabilidade vascular e proliferacdo da infeccdo (CUEVAS & SONGER, 1993). Além
dessas SMases D terem atividades bioquimicas e bioldgicas semelhantes, elas sdo responsaveis
pela toxicidade no hospedeiro, como nas aranhas do género Loxosceles, visto que a SMase D
também é encontrada em seus venenos apresentando essas mesmas fun¢des (BERNHEIMER
et al., 1985).

Austwichia chelonae, conhecida antigamente como Dermatophilus chelonae (HAMADA et
al., 2010), é uma bactéria patogénica filamentosa, gram-positiva do género Actinobacteria e da
familia Dermatophilaceae. Tem uma diversidade de hospedeiros vertebrados, como por
exemplo, mamiferos, aves e répteis (AUBIN, 2016). Essa bactéria e responsavel por causar uma
doenca denominada de dermatofilose e seus principais sintomas sdo inflamacdes cutaneas,
necrose da epiderme, abscessos subcutaneos, erupcoes escamosas e crostosas. Apresenta perdas
econémicas significativas, pois seu tratamento requer o uso de antibidticos, cirurgia para a
retirada do tecido afetado e diminuicdo na producéo de leite, carne e Ia, em seus hospedeiros
(AUBIN, 2016; GEBREYOHANNES, 2013). Uma vez que essa bactéria apresenta como
habitat solo e 4gua, uma das maneiras de prevencdo seria o tratamento prévio desses locais
(MASTERS et al., 1995; GEBREYOHANNES, 2013). Altas temperaturas, pele umida e
umidade relativa do ambiente alta facilitam a entrada de A. chelonae no hospedeiro que
acontece por meio de traumas e lesoes na pele (GEBREYOHANNES, 2013).

O género Corynebacterium pertence ao grupo supra genérico dos Actinomycetes incluindo,
também, os géneros Mycobacterium, Rhodococcus e Nocardia (HARD, 1969; PAULE et al.,
2003; SONGER, 1988-1997) e apresenta consideravel importancia biolégica, médica e
veterinaria. C. pseudotuberculosis é o agente etiologico da linfadenite caseosa (LC), doenca
infectocontagiosa crdnica, que acomete diferentes grupos de animais no mundo inteiro,
principalmente em éareas de producdo de ovinos e caprinos, causando perdas econémicas
significantes. A infeccdo esta associada a reducdo da producdo de I8, carne e leite, menor
eficiéncia reprodutiva dos animais, condenacdo de carcacas e couros em abatedouros, gastos
com tratamento e honorarios veterinarios. A doenca se manifesta pela presenca de necrose nas
glandulas linfaticas, apresentando-se em duas formas: a LC externa ou superficial e a LC interna
ou visceral (AZEVEDO, 1998; PEEL, 1997). Em humanos, a infeccdo por C.
pseudotuberculosis € rara, sendo conhecidos cerca de 25 casos e um deles aconteceu em 1988,
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por meio da ingestdo de carne de vaca crua e leite de cabra infectados com o patdégeno (LIU,
2005; MILLS,1997; PEEL et al., 1997).

O tratamento dos animais doentes somente com o uso de antibidticos sistémicos, ndo é
eficaz, sendo necessaria a remocao cirtrgica dos linfonodos afetados, uma préatica que
financeiramente é inviavel (BAIRD, 2007). As bactérias sdo sensiveis a diversos tipos de
antibidticos in vitro, no entanto, eles ndo sdo capazes de penetrar na capsula dos abscessos
(OLSON, 2002). A drenagem e a remocao dos linfonodos superficiais atacados ndo eliminam
100% das bactérias e também ndo sdo vidveis quando os linfonodos e 6rgdos internos estdo
acometidos (AI-GAABARY, 2009). Além disso, esses métodos podem promover a
contaminacédo do ambiente com o patdégeno, uma vez que a quantidade de bactérias liberada por
um Unico abscesso é capaz de contaminar todo o rebanho. Portanto, a melhor estratégia para
combater a doenca é a profilaxia (PIONTKOWSKI, 1998).

1.3 Espalhamento dindmico de Luz (DLYS)

Na prética, as biomoléculas em solucdo encontram-se hidratadas e o raio calculado a
partir do coeficiente de difusdo oferece uma estimativa do tamanho aparente da particula com
sua camada de solvatacéo, denominado raio hidrodindmico (Ry), portanto, os experimentos com
DLS sdo capazes de mostrar a pureza estrutural da proteina e seu Ry estimado, aferir sua massa
molecular (BERNE & PECORA, 1979) e ainda, diferenciar diversas populacbes da mesma
proteina que pode se oligomerizar sob diversas formas. Quando uma particula é iluminada pelo
laser do DLS, a luz ira se espalhar em todas as dire¢des, sendo possivel analisar as flutuacdes
da densidade de luz espalhada em um determinado angulo e assim, obter informac6es sobre o
movimento da particula em analise. Por definicdo, o DLS mede o raio de uma esfera rigida
hipotética, mas este conceito é de certa forma problematico para analises de biomoléculas,
como por exemplo, proteinas, pois essas moléculas ndo se enguadram exatamente nessas
caracteristicas, e na pratica, a maioria das macromoléculas em solucdo sdo ndo-esféricas e
possuem um certo grau de flexibilidade quando solvatadas. Uma comparagdo entre o raio
hidrodinamico e outros tipos de raios pode ser demonstrada utilizando lisozima como um
exemplo (Fig. 4). A partir da estrutura cristalogréafica, a lisozima pode ser descrita como uma
elipsoide de 26 x 45 A e seu Rrde 45 A € o raio estabelecido pela rotacio da proteina sobre o
seu centro geométrico, no entanto possui um Ry experimental de 1,9 nm (PARMAR &
MUSCHOL, 2009).
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Figura 4: Comparagdo entre 0 Rr e 0 Ry da Lisozima.
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Fonte: CUETO, 2015.

Variagcdes no pH, salinidade, concentracdo proteica e adi¢cdes de possiveis inibidores
foram avaliados por meio de ensaios de DLS a fim de obter informagbes sobre a
polidispersividade e a presenca de agregados das amostras de SMase D que foram previamente
centrifugadas por 60 min a 13.000 x g a 10 °C. Em todas as analises foram realizadas 20

aquisicdes de 50 segundos a 25 °C.

A dispersividade das amostras proteicas centrifugadas foi analisada por espalhamento
dinamico de luz (Dynamic Light Scattering - DLS), com a finalidade de encontrar condic6es
em que as proteinas SMases D concentrada ndo estejam agregadas. Inicialmente as amostras
foram analisadas no aparelho Zetasizer Nano ZS90 (Malvern), por meio de um ciclo com 20

varreduras de 50 segundos cada.
1.4  Ensaios de cristalizacéo

O processo de formacdo de cristais pode ocorrer de maneira natural ou artificial. Para que
a cristalizacdo seja bem sucedida, € necessario que a amostra a ser cristalizada esteja com alto
grau de pureza. Caso o processo de purificacdo ndo seja bem executado, os cristais serdo
geralmente pequenos e mal formados. Um cristal € um arranjo tridimensional (3D) de proteinas
dispostas de maneira regular e para a obtencdo da molécula cristalina, a partir de uma solucao
proteica, é necessario que haja uma diminuicdo da solubilidade das moléculas, no entanto, essa
reducdo da solubilidade, geralmente forma um precipitado irregular, sendo assim, s&o
necessarias condicdes de cristalizagdo apropriadas (PECHKOVA et al., 2008; PECHKOVA &
NICOLINI, 2002). A cristalizagdo € um processo demorado, desafiador e de baixa
probabilidade, entretanto, € um passo fundamental para elucidar estruturas tridimensionais de

macromoléculas (proteinas, acidos nucleicos, complexo proteina/ligante) possibilitando



26

determinar sua composicdo, funcGes e interacdes com outras moléculas (PECHKOVA et al.,
2008; PECHKOVA & NICOLINI, 2002). Por meio de uma separagdo solido-liquida durante
um processo quimico ocorre a formacéo de solucao supersaturada, ou seja, o soluto da solugédo
se separa do solvente de modo a formar uma rede cristalina e que posteriormente, d& origem
aos cristais solidos (DESSAU & MODIS, 2011).

O processo de cristalizacdo é dependente de diversas interacdes proteina-proteina. Existem
diversos fatores quimicos e fisicos fundamentais envolvidos nesse processo, como a alta pureza
e concentracdo da proteina, além de tampao, precipitante, pH e temperatura ideal, combinados
com uma solucédo altamente saturada sem a presenca de precipitados de proteina e agregados.
(DESSAU & MODIS, 2011; GARCIA-RUIZ, 2003). Os precipitantes utilizados sdo sais
inorganicos e compostos organicos que aumentam a interacdo proteina-proteina e assim,
promovem a formacéo de cristais (MCPHERSON, 1999; DURBIN & FEHER, 1996).

A técnica de cristalizagdo pode ser dividida em: nucleagéo (zona labil), crescimento (zona
metaestavel) e fim do crescimento (MCPHERSON, 1999). Na nucleacdo ocorre agregacdo dos
mondmeros, ou estados oligoméricos estaveis em solucdo até obterem um determinado
tamanho para que o crescimento possa comecar e para essa etapa acontecer, é necessario um
estado de supersaturacdo. O crescimento € quando ocorre 0 aumento do cristal, ou seja, a
superficie do cristal precisa ser capaz de incorporar, na rede cristalina, as unidades de
crescimento que chegam da solucdo (KEEL, 2004). O fim do crescimento é determinado
quando o cristal ndo pode mais crescer (defeitos do crescimento, contaminacdo das faces,
envelhecimento da molécula). A velocidade de formacdo de cristais aumenta com a
supersaturacdo e a nucleacdo demanda um estado de supersaturacdo maior do que aquele da
fase de crescimento (AZEVEDO, 2004). Existem diferentes técnicas utilizadas para que a
proteina passe pelo processo de cristalizacdo: difusdo por vapor, dialise, batch e difusdo de
interface. Todas tém como objetivo levar a solucdo de macromolécula bioldgica a um estado
de supersaturacdo (AZEVEDO, 2004). A técnica mais utilizada é a difusdo por vapor que pode
ser subdividida em duas a “hanging drops” e a “sitting drops”. O método consiste na difusdo
isotérmica do solvente sob a forma de vapor, de uma solu¢cdo menos concentrada em
precipitante e contendo proteina, para uma solugdo mais concentrada em precipitante no poco.

Isto aumenta a concentragdo do agente precipitante e de proteina na gota.
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1.5  Catdlise enzimatica por ressonancia magnética nuclear (RMN)

Para um organismo sobreviver, ele deve ser capaz de catalisar muitas reacdes quimicas de
maneira eficiente e seletiva. As enzimas tém um papel fundamental no processo de catélise,
apresentando alto grau de especificidade por seus substratos, aceleram as reacdes quimicas e
sdo capazes de funcionar em solucGes aquosas de uma maneira extraordinaria sob condicfes
especificas de pH e temperatura. Todas as enzimas sdo proteinas, com excec¢do de pequenas
moléculas de RNA que também apresentam capacidade catalitica (NELSON & COX, 2011). A
atividade catalitica de uma enzima depende de sua integridade conformacional nativa. Ha
enzimas que necessitam apenas de seus residuos de aminoacidos como grupo quimico, ja outras
precisam de um cofator, que pode ser desde ions inorganicos como Fe?*, Mg?*, uma molécula
organica complexa ou uma molécula metalorganica, conhecida como coenzima. As SMases D
necessitam de Mg?*. O sitio ativo é composto por residuos de aminoacidos e apresenta uma
cavidade com forma definida, cuja fungéo é o reconhecimento e ligacdo do seu substrato, sendo
assim, para determinado composto ser aceito como substrato, ele deve apresentar uma estrutura
espacial capaz de se alojar no sitio ativo, bem como grupos quimicos que apresentam a
capacidade de se ligar com os radicais presentes. Os catalisadores afetam somente a velocidade
da reagéo e ndo o equilibrio dela e a velocidade € aumentada quando ha diminuicdo na energia
de ativacdo (NELSON & COX, 2011).

As enzimas podem interagir com agentes moleculares inibidores que sdo capazes de
interferir na catalise, diminuindo ou interrompendo a formacdo de produtos das reacdes
enzimaticas ao se ligar a enzima, ao complexo enzima/substrato ou simultaneamente em ambos.
Estudos com inibidores vém fornecendo informagbes valiosas acerca dos mecanismos
enzimaticos e ajudado na definicdo de vias metabdlicas. Existem duas classes principais de
inibidores: os que sdo reversiveis e 0s que sdo irreversiveis. A inibicdo reversivel pode ser
competitiva, quando o inibidor se liga no sitio ativo da enzima e assim impede a ligacdo do
substrato e esse tipo de inibidor deve ser uma molécula semelhante ao substrato e que seja capaz
de combinar com a enzima para formar o complexo enzima/inibidor. Essa ligacdo pode ser
reversivel e assim a competicdo pode ser tornar favoravel ao substrato, pela adicdo de mais
substrato, portanto, quando ha uma concentracdo maior de substrato do que de inibidor, a
probabilidade do inibidor se ligar a enzima é pequena. Ja os inibidores irreversiveis, reagem
guimicamente com a enzima e assim, ocorre uma inativacéo definitiva: eles se combinam com
o0 grupo funcional da enzima, destroem ou formam associa¢des covalentes estaveis (NELSON
& COX, 2011).
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1.6 Ensaios de viabilidade celular

A pele é considera 0 maior 6rgao do corpo humano e é composta pela epiderme e a
derme. A epiderme é composta principalmente por células queratindcitas que produzem uma
proteina altamente resistente e impermeavel denominada queratina, funcionando como barreira
de protecdo a entrada de hospedeiros e a respostas imunoldgicas e inflamatorias (BARONI et
al., 2012; HARIEL et al., 2013). Além disso, produzem vérios tipos de mediadores como as
citocinas, quimiocinas, fatores de crescimento e metalonoproteases (MMPs) (BOUWSTRA et
al., 2006). As MMPs séo classificadas como endopeptidases que apresentam zinco em seu sitio
ativo, podendo estar ancoradas na superficie da célula ou serem secretadas na forma de pré-
enzimas (BORDEN & RA, 1997). Elas sdo responsaveis por inimeros processos fisiologicos
por meio da digestdo da matrix extracelular, a maioria, no entanto ndo é expressa no tecido em
laténcia, mas sim quando ha processos de reparo ou remodelacdo de tecidos doentes ou
inflamados (RA & PARKS, 2007)

Com o avanco da tecnologia e a necessidade da obtencdo de resultados rapidos,
preservacdo do bem-estar animal, muitos pesquisadores optam por realizar teste in vitro de
forma preliminar. Ensaios de viabilidade celular sdo utilizados para a selecdo de farmacos ou
moléculas que inibem a toxicidade e a proliferacdo celular desenfreada com a finalidade de
avaliar quantas células permanecem viaveis apds os experimentos (RISS et al., 2013). Um dos
ensaios mais utilizados € o teste de MTT {brometo de [3- (4,5-dimetiltiazol-2yl) -2,5-difenil
tetrazolium]}, em que o anel de tetraz6lio, um componente amarelo e soltvel, é fragmentado
em células vivas e transformado em formazan, um composto que apresenta a coloracao roxa e
é insolUvel, essa caracteristica ndo evidenciada em células vivas, ou seja, MTT € capaz de clivar
a enzima hidrogenase succinia das mitocondrias, indicando a viabilidade da célula
(MOSMANN, 1983).

Os ensaios de MTT sdo realizados em diferentes tipos de culturas celulares. As células
da linhagem de queratindcitos humano HaCaT sdo um dos exemplos utilizados. Os
queratindcitos eram frequentemente usados como modelo de estudo in vitro, no entanto,
apresentavam algumas restri¢es tais como uso de fatores suplementares de crescimento e
pouca vida Gtil da cultura celular (ALBANESI, 2005). Visando sanar esses problemas, o uso
de células da linhagem HaCaT foi intensificado, pois é uma célula que consegue suprir as
mesmas func¢Bes dos queratindcitos, tem uma vida Gtil maior, ndo é tumorigénica, apresenta
uma morfogénse normal e consegue alterar entre estado estratificado e basal (SCHURER et al.,
1993; BOUKAMP et al., 1988).



29

2 Justificativa

Os micro-organismos Austwickia chelonae, Trichophyton rubrum, Arcanobacterium
haemolyticum e Corynebacterium pseudotuberculosis ttm em comum a capacidade de gerar
doencas (MADIGAN et al., 2006; HEALTHY CHILDREN, 2015; MILLER et al., 1986;) e
todos codificam a enzima SMase D como fator de viruléncia. As membranas citoplasmaticas
de eucariotos e procariotos sdo constituidas basicamente lipideos e proteinas. Muitos micro-
organismos patogénicos utilizam algumas enzimas hidroliticas, como por exemplo, as
esfingomielinases, capazes de destruir ou desorganizar 0s componentes de membrana
citoplasmatica da célula, promovendo altera¢fes ou rupturas dessas estruturas (SALYERS &
WITT, 1994). Desse modo, existem varias evidéncias que apontam que as esfingomielinases
de diferentes tipos de micro-organismos sd@o um tipo de fator de viruléncia capaz de danificar
as células do hospedeiro (SALYERS & WITT, 1994) permitindo a proliferagdo celular. A
SMase D também é responsavel por permitir que a bactéria escape do sistema de fagocitario e

assim, causar a morte da célula hospedeira por necrose.

Véarios micro-organismos patogénicos, apresentam a SMase D como um dos agentes
responsaveis por seus fatores de viruléncia e isso esta diretamente relacionado a prejuizos na
agricultura, pecuaria e € um problema de satde publica mundial. Ndo existem trabalhos que
correlacionam a atividade enzimética de SMases D de diferentes organismos com suas
peculiaridades em suas estruturas tridimensionais. Se estabelecida esta correlacao, é possivel,

futuramente, desenhar farmacos que inibam a atividade da SMase D com alta especificidade.
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3 Objetivos

Os objetivos gerais sdo a expressdo e purificagdo das SMases D de Austwickia chelonae,
Trichophyton rubrum, Arcanobacterium haemolyticum e Corynebacterium pseudotuberculosis
para relacionar ensaios de viabilidade celular na presenca dessas enzimas com as suas

atividades cataliticas.
Os objetivos especificos sdo:

e Estabelecimento de protocolos de expressao e purificacdo das SMases D em larga
escala;

e Cristalizacdo em diferentes ensaios;

e Andlise da atividade enziméatica monitorada por ressonancia magnética nuclear;

e Auvaliar a influéncia das SMases D isoladas e também na presenca seus possiveis
inibidores tetraciclina, lapachol e doxciclina em ensaios de viabilidade celular de

células da linhagem HaCaT.
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4 Materiais e Métodos
4.1  Analise das sequéncias primarias das SMases D

O EXPASYy (Expert Protein Analysis System, http://ca.expasy.org/) € um servidor de
biologia molecular que possui acesso a sequencias de residuos de aminoacidos de diferentes
organismos e assim sendo possivel analises de identificacdo e caracterizacdo da proteina,
predicdo de estrutura secundaria, topologia, etc. O programa ProtParam
(https://web.expasy.org/protparam/) foi utilizado para analise da sequéncia primaria das
SMases D. A andlise da identidade entre as sequéncias alvos foram realizadas utilizando
Sequence ldentity And Similarity (http://imed.med.ucm.es/Tools/sias.html).

4.2  Transformacao bacteriana

Vetores pET-28a (+) contendo 0s genes que codificam as SMases D de Austwickia
chelonae, Trichophyton rubrum, Arcanobacterium haemolyticum e Corynebacterium
pseudotuberculosis foram sintetizados pela empresa GenScript com a adicdo da sequéncia
codificadora Histag N- terminal e um sitio de clivagem para TEV protease. Diferentes linhagens
bacterianas competentes foram transformadas pelo método de choque de térmico.
Posteriormente, as bactérias foram isoladas em meio solido seletivo (LB + kanamicina 30

pg/ml) e apos 16 h as colbnias foram avaliadas em testes de expressao.

Abaixo estdo representadas as sequéncias de aminoacidos que codificam as SMases D
utilizadas neste estudo, com destaque para a cauda de histidina em amarelo e sitio de clivagem

para TEV protease em cinza.
SMase D de Austwickia chelonae

MGSSHHHHHHENLYFQGPTAPAPSHQRPIYAIAHRVLTTGGVDDALKMGYNALEVD
LTAWKAGWYADHDGTLTSRGDTVEPMFKRIAQNRKDGRNVSFVWLDIKNPDFCDS
QVPAWKHCSVAHLQSKAREILEPVGIKVLYGFYKTVGGGGWKTITQSLNQNEAVSV
SGSYGSVKQQFDEHGKHVPPKQRVADYGLFNIVTGFGDCGDKANKTCNELRRSSLA
RDAGEFGRTFAWTIAKNQPDHVHGLLADAHVDGMITGFKATHFYYHSHTEQALKSV
TDWVGKHPSTHRMATNDDKPW


https://web.expasy.org/protparam/
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SMase D de Arcanobacterium haemolyticum

MGSSHHHHHHENLYFQGQEQPTTGNRPVYAIAHRVLTKQSVDDAIKIGANALEIDFT
AWRRGWWADHDGLPTSAGDTAEDILKYIAQKRREGNNITFVWFDIKNPDYCKDQNS
VCSITKLRDLARQTIEQEGVRALFGFYKTVGGVGWNTIANNLNDKEAVALSGRKDDI
MKDFKQYENKIKPQQRVADNGYYNLSYGFGGCYRDENQTCDQLRLAGEERKKGNL
GKTFGWTVSTGQEYLAADLLNKAEVDGMIFGFKTTYFYDHADTRNAFAGIKNWVD
AHQGTHHMATNKDIPW

SMase D de Corynebacterium pseudotuberculosis

MGSSHHHHHHENLYFQGSSGLVPRGSHMASPASTANRPVYAIAHRVLTTQGVDDAV
AIGANALEIDFTAWGRGWADHDGIPTSAGATAEEIFKHIADKRKQGANITFTWLDIKN
PDYCRDARSVCSINALRDLARKYLEPAGVRVLYGFYKTVGGPAWKTITADLRDGEA
VALSGPAQDVLNDFARSENKILTKQKIADYGYYNINQGFGNCYGTWNRTCDQLRKS
SEARDQGKLGKTFGWTIATGQDARVNDLLGKANVDGLIFGFKITHFYRHADTENSFK
AIKRWVDKHSATHHLATVADNPW

SMase D de Trichophyton rubrum

MGSSHHHHHHENLYFQGAPTWDTPNNFTSPSNFTSKPGNEASPFWLIGHRVLTKGGV
RAALGHGANALEVDITGWWNGWYGDHDGLPSSAGDKVADLFDEIAYRRRQGAQVS
FVWLDLKNPDFNKNGVNIVSLMTLCREKLEPAGVRVLFGFYSSQTSGHAFRFVKQVL
NENEAIGIDGSFEPVEKDFEKNGIRVEKRVFSSGLFNPDFNFGTCQDRASGVCTQLRE
GKESHKFGKVFGWTVSSYTRKDHVYKMMEVGVDGLIYGFVASHYYNHKDIRQTIRT
IRGWLDEHRDTHRLATNDDNPWSMSSRKSS

4.3  Padronizacdo da expressdo das SMase D

Visando encontrar a condicdo ideal de expressdo da proteina SMase D, para obtencdo do
maior rendimento de proteina sollvel pura/Litro de cultura, inicialmente 5 mL de cada pré
indculo, foram transferidos para um novo tubo contendo 100 mL de meio liquido seletivo (LB
+ kanamicina 30 pg/mL). A amostra foi mantida sob agitacdo e aeracdo até atingir a densidade
6tica (OD 600nm) entre 0,4 e 0,6 para indugéo da expressdo com IPTG. A absorbancia da amostra
foi medida em espectrofotdmetro —Spectronic Genesys 2. A inducdo da expressdo foi feita com
IPTG em diferentes concentragdes (0,1, 0,2, 0,3 e 0,4 mM) e sob diferentes temperaturas (20,

30 e 37 °C) a fim de obter proteinas na fracdo solivel apos a sonicagdo. Apos 4 e 16h de
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inducdo, amostras coletadas foram centrifugadas a 5000 x g, o sobrenadante foi descartado e o
precipitado ressuspendido em tampao de lise celular com variagdes no pH, concentracéo salina,
aditivos (como, por exemplo, diferentes ions isolados ou combinados, diferentes concentraces
de glicerol, DTT, etc).

4.4 Western blot

Apos a sonicagdo seguida de centrifugacdo a 17000 x g por 30 min, aliquotas contendo 10
microlitros de sobrenadante e 5 microlitros de cultura induzida foram misturadas com tampéo
de amostra (1:1) e aplicadas em gel SDS-PAGE. As proteinas foram transferidas para
membrana de nitrocelulose em um eletrotransferidor (Mini Trans-Blot Electrophoretic Transfer
Cell Bio-Rad) operando sob voltagem constante (100V) por 1 hora. Foi utilizado o tampéo de
transferéncia Tris-Glicina (Tris 0,025 M, Glicina 0,192 M) contendo metanol 20%. A
membrana foi incubada com antissoro monoclonal Anti-polihistidina produzido em
camundongo (SIGMA) e antissoro anti-IgG de camundongo conjugado com fosfatase alcalina
(SIGMA) diluido 1:30.000. A deteccéo da reacao antigeno/anti-corpo foi feita com mistura de
BCIP/NBT (5-bromo- 4 chloro-3- indolyl-phosphate/nitro-bluetetrazolium).

45  Expressdo da SMase D em larga escala

A proteina foi expressa adicionando 10 mL de pré in6colo em 1 L de meio seletivo LB.
Apos a expressdo, a cultura foi centrifugada a 8000 x g e o sobrenadante descartado. O
precipitado foi ressuspendido em tampé&o de lise celular. A solucéo foi submetida a 5 pulsos de

45 segundos a 300 W em sonicador (Marconi - MA 103) para lise celular.
4.6  Purificacdo

A coluna de purificacdo (Bio-Rad) contendo a resina de (Ni-NTA) (Ge healthcare) foi
primeiramente pré-equilibrada com o mesmo tampao utilizado para lisar as células. Em seguida,
o0 sobrenadante do lisado celular obtido apds centrifugacdo a 15000 x g por 40 minutos foi
transferido para coluna contendo resina Niquel Sepharose para que as proteinas (His-tagged)
fossem adsorvidas. ApoOs a adsorcdo, a resina foi lavada utilizando tampéo de lavagem com
quantidades crescentes de imidazol para remover contaminantes adsorvidos inespecificamente
na resina. Por fim, as proteinas foram eluidas utilizando tamp&o de eluicdo contendo altas
concentragdes de imidazol. Os resultados da purificacdo foram analisados em ensaio de

eletroforese em gel de policrilamida. As mesmas amostras das SMases D, concentradas apos a
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purificacdo por cromatografia de afinidade, foram submetidas a gel filtracdo em coluna
Superdex G75 10/300 (GE) pelo sistema AKTA-purifier.

Para verificacdo do sucesso das etapas de purificacéo, foi realizada a eletroforese em gel de
poliacrilamida (SDS-PAGE), possibilitando a separacdo de proteinas de acordo com a massa
molecular. As proteinas foram desnaturadas por fervura (3 minutos a 100 °C) em tampéo de
amostra (Tris-HCI 0,125 M, pH 6,8, contendo SDS 4%, glicerol 20%, 2-ME 10% e azul de
bromofenol 1,0 mM). A eletroforese foi conduzida por aproximadamente 90 minutos a 100 V
no aparelho Protean Il. Apds esse procedimento, o gel foi fixado e corado em mistura contendo
metanol, &gua, acido acético (50:50:10) e Comassie Blue 0,25% e posteriormente descorado
com metanol e agua (1:1) para visualizagdo do resultado.

4.7  Cristalizacao das proteinas

Os screenings iniciais das condicdes de cristalizacdo foram realizados pelo método de
difusdo de vapor por gota sentada (“sitting drop”) utilizando o robd Janus. A temperatura de
incubacdo foi de 20 °C. Os kits utilizados foram: Crystal Screen 1 e 2 (Hampton), JSCG+
(Qiagen), PactSuite 2 (Qiagen), Morpheus (Molecular Dimensions) e PEG/ion 1 e 2 (Hampton)
e para cada uma das 96 condicdes de cada Kit foram aplicadas solucbes de proteinas
concentradas e solucdes de precipitante na proporcao 1:1, 1:2 e 2:1, totalizando 192 condi¢6es
por kit. Os cristais foram utilizados pelo nosso grupo de pesquisa para experimentos de difracéo

de raios X para que possamos resolver as estruturas tridimensionais.

4.8  Catalise enzimatica
A fim de monitorar a catalise das SMases D dos diferentes grupos de organismos e a
interacdo com possiveis inibidores, foi utilizada a espectroscopia de RMN. Todos 0s
experimentos foram realizados em espectrometro Bruker AVANCE I11 HD (Bruker, Alemanha)
operando a 600 MHz por 1 h. A catalise aconteceu por RMN-'H com 0 1 mM do substrato
acido lisofosfatidilcolina (LPC) juntamente com 5 mg/mL de SMases D. As analises dos 23
espectros formados em aproximadamente 2 horas foram realizadas em triplicata. Para obtencédo

dos dados gerados a partir dos espectros, foi utilizado o software TopSpin™ da Brucker.

4.9  Ensaios de viabilidade celular
Foram realizados ensaios de viabilidade celular das SMases D em células da linhagem
HaCaT (linhagem ndo tumoral de queratindcito humano imortalizado) na presenca dos

possiveis inibidores tetraciclina, lapachol e doxiciclina.
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Nome IUPAC da Tetraciclina:

(4S,6S,12aS)-4-(dimethylamino)-1,4,4a,5,5a,6,11,12a-octahydro-3,6,10,12,12a-
pentahydroxy-6-methyl-1,11-dioxonaphthacene-2-carboxamide

Nome IUPAC do Lapachol:
4-Hydroxy-3-(3-methylbut-2-enyl)naphthalene-1,2-dione
Nome IUPAC da Doxiciclina:

(4S,4aR,5S,5aR,6R,12aR)-4-(dimethylamino)-1,5,10,11,12a-pentahydroxy-6-methyl-3,12-
dioxo-4a,5,5a,6-tetrahydro-4H-tetracene-2-carboxamide

As células foram cultivadas em meio modificado DMEM (Gibcoby Life Technologies,
Grand Island, NY) suplementado com 10% de soro bovino fetal inativado pelo calor (FBS), 50
U/ml de penicilina e 0,05 mg/ml de estreptomicina. As células foram incubadas a 37 °C durante
6 horas em estufa com 5% de CO». Para a semeadura celular, as células HaCaT foram cultivadas
em meio celular sem o soro. A fim de evitar a contaminacao celular, um filtro (Millipore 0,22

um) foi utilizado para filtrar o meio de cultura.

Para os testes de citotoxicidade, o meio celular contendo somente as SMases D, o antibidtico
ou as SMases D, juntamente, com o antibidtico, foram cultivadas na quantidade de 0,75 x 10*
células por pogo em placas de 96 orificios. Apds 16 h, o0 meio de cultura DMEM foi trocado
por meio novo contendo diferentes concentragdes dos compostos em um volume total de 100
ML por poco. Apos 24, 48 e 72 h de incubacéo a citotoxicidade foi avaliada por meio de ensaio
MTT [3- (4.5-dimethylthiazol- 2yl) —2.5-diphenyltetrazolium bromide] de viabilidade celular.
Além disso, como controle experimental, foram utilizadas células incubadas com meio de

cultura livre de compostos.

Ao fim de cada tempo experimental, o volume contido em cada orificio foi substituido por
100 pL de solucdo de MTT previamente dissolvido em meio DMEM (SIGMA) e a placa foi
incubada por 30 minutos em estufa imida enriquecida com CO2 a 37 °C. Ao fim da incubacao,
toda a solucdo de MTT foi retirada de cada poco e substituida por 100 pL de DMSO. A placa
foi agitada por 5 minutos com rotagdo de 100 x g para a dissolugéo dos cristais de formazan e
a leitura foi realizada em leitor de placas em comprimento de onda de 570 nm. Os experimentos
foram realizados em triplicatas em dois eventos independentes e o limite minimo de viabilidade

celular aceito para prosseguir para a proxima etapa foi de 80%. Posteriormente, foi feito o ajuste
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fino. Para isso, foram avaliadas concentragdes situadas entre a concentragdo ndo tdxica e a que
apresentou o inicio de toxicidade acima do valor estabelecido, utilizando os dados obtidos na
triagem inicial para estabelecer esse intervalo. Essa etapa também foi feita em triplicatas e em
dois eventos independentes.

As SMses D de C. pseudotuberculosis, A. haemolyticum e A. chelonae estavam na
concentracdo estoque de 4 mg/ml, para os experimentos e as concentracdes utilizadas foram 40,
20, 10,5, 2,5, 1,25, 0,625 g durante 24, 48 e 72 horas. Os inibidores testados foram tetraciclina,
lapachol e doxiciclina, que estavam na concentragdo estoque de 112 mM e nos experimentos,
as concentracdes utilizadas foram 40, 20, 10, 5, 2,5, 1,25, 0,625 ug durante 24, 48, 72 e 96
horas. Aquelas proteinas que apresentaram uma viabilidade celular menor que 100% quando
comparada com seu controle, foram testadas posteriormente com os inibidores lapachol,

tetraciclina e doxiciclina.

4.10 Dicroismo Circular

O Dicroismo circular (CD) foi obtido a temperatura ambiente no espectro polarimetro
Jasco J-815 (Jasco, USA) equipado com um sistema Peltier para controle de temperatura, sendo
utilizada uma cubeta de quartzo de caminho oOptico de 0,5 mm, foi utilizado para estimar a
porcentagem da estrutura secundaria e a qualidade da proteina. Os espectros de CD-UV far da
proteina foram coletados no intervalo de 260-190 nm com velocidade de varredura de 50
nm/min, tempo de resposta de 1,0 segundos, largura da banda espectral de 1,0 nm, resolucéo
espectral de 0,2 nm e nimero de acumulacgdes igual a 10. A concentracao das proteinas para a
obtencdo dos espectros foi de 8,2 uM para T. rubrum, 3 puM, A. haemolyticum, 3,8 UM A.
chelonae e 3 UM C. pseudotuberculosis diluidas em tampédo de 5 mM de fosfato, 50 mM de
fluoreto de sodio e pH 7,4. Todos os espectros de CD foram registrados como miligraus (O) e,
em seguida, foram expressos em termos de elipticidade molar [©] em unidades de
deg.cm?.dmol? a seguinte expressio:

6(mdeg)
10-[P]-l'n

[O]=

Sendo [P] a concentracdo molar da proteina, n o nimero de residuos de aminoécidos e
I o caminho 6ptico da cubeta (cm). A porcentagem das estruturas secundarias foi estimada pelo
software CONTINLL do pacote de programas CDpro, usando o conjunto de referéncias de
proteinas SMP56 (SOUCEK & SOUCKOVA, 2000).
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4.11 Analises estatisticas
Todas as analises estatisticas foram realizadas utilizando o software GraphPad Prism 6. A
diferenca significativa na comparacdo entre as celulas HaCaT tratadas com A. chelonae, C.
pseudotuberculosis e A. haemoliticum em termos de taxa de citotoxicidade e para a comparacéo
multipla entre os diferentes tratamentos com as SMases D utilizou-se o teste Dunnet, pois
apresentaram dados paramétricos. Os valores de p < 0,05 foram considerados estatisticamente
significantes neste estudo.
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5 Resultados e Discussao
5.1 Analise da sequéncia primaria das SMases D

A tabela 1 apresenta a quantidade de aminodacidos totais da sequéncia codificadas pelos
genes sintéticos, massa molecular (Da) e ponto isoelétrico tedrico (pl) de cada SMase D. A
figura 5 evidencia os residuos aminoécidos que compde a sequéncia de cada SMase D que foi
expressa em sistema procariotico neste estudo, destacando os residuos de aminoécidos mais

representativos em cada sequéncia.

O conhecimento do pl de cada proteina trouxe informacdes para que se pudesse estabelecer
0s pHs dos tampdes de purificacdo. Foram evitados tampdes com valores iguais de pH e pl,
uma vez que nos casos em que pls apresentam valores iguais ou muito proximos do pH da
solucéo, as forcas de interacdo com o solvente s&o minimas e desse modo elas vdo formando
aglomerados maiores e tendem a se precipitar (NELSON, 2011). Se o pH for maior que o pl a
carga liquida é negativa e se for menor é positiva. Dessa forma, conhecer o valor de pl é
importante para a solubilidade das proteinas e a presenca da carga negativa ou positiva é quem
determina a interacdo com 0 meio aquoso e consequentemente estabelece um estado de repulsédo

entre as moléculas, aumentando ou diminuindo a interagdo com o solvente.

Tabela 1 Dados das SMases D obtidos em analise pelo ProtParam.

Proteinas Quantidade de | Massa Molecular | Ponto Isoelétrico tedrico
Aminoécidos
A. chelonae 304 33788,77 Da 8.26
A. haemolitycum 296 33662,43 Da 6.63
C. pseudotuberculosis 306 33814,78 Da 8.76
T. rubrum 313 35404,41 Da 7.30

5.2  Alinhamento das sequéncias

A identidade entre as  sequéncias  foi avaliada  pelo SIAS
(http://imed.med.ucm.es/Tools/sias.html) e demonstrou valores de identidade baixos entre as

sequéncias alvo, como demonstra a figura 5.



39

Figura 5: Identidade entre as sequéncias primarias das SMases D de C. pseudotuberculosis, T. rubrum, A.
haemolyticum e A. chelonae.

IDENTIDADE
Austwickia_chelonae 100%
Arcanobacterium_haemolyticum 6.81% 100%
Corynebacterium_pseudotuberculosis 4.49% 4.84% 100%
Trichophyton_rubrum 4.72% 5.4% 3.71% 100%

Austwickia_chelonae Arcanobacterium_haemolyticum Corynebacterium_pseudotuberculosis Trichophyton_rubrum

ESTATISTICA
nin - 3.71
max = 6.81
mean - 5.0575

Fonte: Adaptado SIAS.

Embora a identidade entre os organismos seja baixa, € possivel que essas enzimas
compartilhem uma alta homologia estrutural, uma vez que todas as SMases conhecidas
apresentam a estrutura em forma de barril conhecida classicamente como TIM barrel. Esse
barril é caracterizado por um dobramento proteico conservado entre muitas enzimas e que
consiste em oito hélices a e oito fitas B paralelas que se alternam ao longo do esqueleto
peptidico. A analise da sequéncia primaria também foi realizada por multialinhamento. O
alinhamento de sequéncias € feito com duas ou mais proteinas e tem como intuito o
conhecimento das igualdades, similaridades e diferencas entre elas, posicdo dos residuos de
aminodcidos, conhecer o local onde se encontra o sitio de clivagem, sitio ativo e os residuos de
aminodcidos e a localizacdo da cauda de histidina, se houver. Ao se alinhar sequéncias, 0s
residuos de aminoacidos que compdem as proteinas estardo alinhados de acordo com o0s
residuos conservados e ndo conservados, ou seja, 0s que sofreram ou ndo modificacbes com
base em um ancestral comum, portanto, outra finalidade dessa ferramenta é a construcéo de
arvores filogenéticas. As sequéncias das SMases D de C. pseudotuberculosis, T. rubrum, A.
haemolyticum e A chelonae foram construidas no MultAlin
(http://multalin.toulouse.inra.fr/multali/), no qual o alinhamento € global, ou seja, é feito ao
longo de toda a extensdo da sequéncia. Ao alinhar as quatro diferentes SMases D, foi possivel
identificar as duas histidinas do sitio catalitico dessas enzimas (His32 e His66) e o0s 3 residuos
que coordenam o ion Mg 2* (Glu52, Asp54, Asp106) (MURAKAMI, et al 2005 e 2006) (Fig.6).
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Figura 6: Alinhamento das sequencias das SMases D de C. pseudotuberculosis, T. rubrum, A. haemolyticum e A.
chelonae. As setas em verde indicam os residuos de histidina do sitio ativo e as setas em amarelo indicam os

residuos que coordenam o fon Mg %*.
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Fonte: MultAlin.
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Modelagem por homologia

Os modelos das proteinas C. pseudotuberculosis, T. rubrum, A. haemolyticume A. chelonae

foram gerados por meio do SWISS-MODEL e todos os modelos usaram a estrutura 4Q6X, com
excecdo de T. rubrum, cujo template é o 2F9R, depositados no banco de dados PDB. A tabela
abaixo mostra alguns dos valores dos parametros fornecidos pelo programa apds a construcao

dos modelos.
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Tabela 2: Valores obtidos ao gerar os modelos das proteinas de C. pseudotuberculosis, T. rubrum, A.
haemolyticum e A. chelonae na ferramenta SWISS MODEL.

Modelos Templates | Identidade QMEAN GMQE
A. chelonae 4Q6X. 1A 23,13% - 5,50 0,53
A. haemolyticum 4Q6X. 1A 20,66% - 4,55 0,53
C. pseudotuberculosis | 4Q6X.1A 23,90% - 3,30 0,53
T. rubrum 2F9R.1.A 24,90% - 4,06 0,52

O GMQE, com valores entre 0 a 1, é a estimacgédo global do modelo que determina a
exatiddo e a qualidade da estrutura terciaria do modelo gerado. NUmeros mais proximos a 1
indicam um modelo com maior indice de confiabilidade. Juntamente com 0 GMQE, analisamos
0 QMEAN, parametro que preveé a qualidade absoluta dos residuos e da estrutura como um todo
que foi gerado com base no modelo utilizado, valores de — 4 ou abaixo indicam um modelo de
baixa qualidade. Analisando os resultados da tabela 2 inferimos que a identidade de todos os
modelos gerados foi menor que 30%, portanto, esses modelos ndo sdo confiaveis. De modo
geral, o GMQE apresenta um valor relativamente ruim, pois estd um pouco distante de 1 e 0
QMEAN, com excec¢do da T. rubrum, apresentam valores menores que — 4, logo sdo exemplares
de pouca confiabilidade. Logo, os modelos adquiridos através de modelagem por homologia
sdo imprecisos. Diante desses dados, apenas RMN ou cristalografia podem certificar como a
estrutura tridimensional é exatamente. Na figura 7 estdo representadas estruturas

tridimensionais hipotéticas das SMases D.
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Figura 7: Modelos 3D das SMases D de A. haemolyticum (vermelho), A. chelonae (verde), T. rubrum (rosa) e C.
pseudotuberculosis (azul). O ion magnésio esta representado por esfera cinza. Todas as estruturas foram geradas
por SWISS-MODEL e analisadas utilizando PyMol (PyMOL Molecular Graphics System, Version 2.0, LLC).

Fonte: PyMol

5.4  Ensaios iniciais da expressdo em SMases D

Foram realizados testes de expressao em pequena escala com as linhagens BL21 origami
2 e T1 de Escherichia coli. Elas foram cultivadas isoladamente em meio liquido seletivo (LB +
Kanamicina), mantidas sob agitacdo, aeracdo, induzidas com diferentes concentracfes de IPTG,
diferentes temperaturas (37, 30 e 20 °C) e sonicadas com tampéo de lise (50 mM NaHPO4, 400
mM NaCl, 10 mM imidazol e 10% glicerol) em diferentes pHs, com a presenca ou auséncia de
detergentes a fim de encontrar a condicdo ideal para produgéo de SMases D em larga escala na

fracdo soluvel. Apds sonicacdo seguida de centrifugagdo a 15.000 x g. A. haemolyticum (Fig.
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8) apresentou melhor rendimento em linhagem BL21 origami 2, j& T. rubrum (Fig. 9) A.
chelonae (Fig. 10), C. pseudotuberculosis (Fig. 11). T. rubrum e A. chelonae apresentaram
melhor expresséo na temperatura de inducdo de 20 °C, C. pseudotuberculosis a 30 °C e por fim,
A. haemolyticum a 37 °C. Todas elas foram induzidas com uma concentragdo de 0,3 mM de
IPTG e com excec¢do de A. haemolyticum, juntamente com o IPTG, foram adicionados 2 mM
de MgCl.. Esses resultados foram confirmados com ensaio de Western blot, no qual foi utilizado
dois anticorpos, o primeiro foi o Antipoli-histidina, que reconhece a cauda de histidina
presentes nas proteinas alvo, e o segundo foi o anti-lIgG que reconhece o anticorpo primario.
Apbs a aplicacdo da mistura BCIP/NBT (5-bromo-4-cloro-3-indolil fosfato/nitroazul de
tetrazélio) é possivel observar a coloracdo azul-pUrpura apenas quando ocorre a reagdo
antigeno/anticorpo, ou seja, na presenca das proteinas alvo. Dessa forma, foi possivel constatar
que os métodos utilizados para a transformacdo e expressdo das proteinas alvo foram
satisfatorios.

Figura 8: Western blot de A. haemolyticum evidenciando a reacdo especifica do anticorpo anti-Histag. (M):
marcador molecular em KDa; (1): Linhagem T1, fracdo total; (2) Linhagem Origami 2, fracdo total; (3) Linhagem

T1, fracdo sobrenadante; (4): Linhagem Origami 2, fracdo sobrenadante. Todas em temperatura de 37 °C.
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Figura 9: Western blot de T. rubrum evidenciando reacéo especifica do anticorpo anti-Histag. Todas expressas em

linhagem T1. (M): marcador molecular em kDa; (1): Fracdo total, 20 °C, sem detergente; (2) Fracéo total; 20 °C,
com detergente; (3) Fracdo total, 30°C sem detergente; (4): Fracdo total, 30° C, com detergente; (5) Fracéo

sobrenadante, 20°C, sem detergente; (6): Fracdo sobrenadante, 20 °C, com detergente; (7): Fracdo sobrenadante,
30 °C, sem detergente; (8): Fracdo sobrenadante, 30 °C com detergente.
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Figura 10: Western blot de A. chelonae evidenciando a reacdo especifica do anticorpo anti-Histag. (M): marcador
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Figura 11: Western blot de C. pseudotuberculosis evidenciando a reacéo especifica do anticorpo anti-Histag. (M):

marcador molecular em kDa; (1): Linhagem T1, fragdo total; (2): Linhagem T1 sobrenadante. Todas em

temperatura de 30 °C.
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5.5  Expressdo em larga escala e purificagéao

Apos o estabelecimento dos protocolos de expressdo em pequena escala, as proteinas
foram expressas em larga escala conforme o item 4.6. A purificacdo foi realizada em coluna de
niquel e os contaminantes removidos através de lavagens com tampdo contendo diferentes
concentragcdes de imidazol (Tabela 3), todos os tampdes utilizados foram pH 7,7 a uma
temperatura de 10 °C, com excecdo da A. chelonae, cujo tampao de lise foi diferente 20 mM
NaHPO4; 300 mM NaCl; glicerol 10%; 0,5 M imidazol, 1 mM MgCl;, 10 mM f-
mercaptoetanol, 0,5 mM ciclodextrina e o de eluicdo 20 mM NaHPO4; 300 mM NacCl; glicerol
30%; 400 mM Imidazol, 1 mM MgCl,, 10 mM B-mercaptoetanol, 0,5 mM ciclodextrina, ambos
com pH 7 foram diferentes. A purificacdo foi confirmada por meio de ensaios de SDS-PAGE,
no qual os resultados podem ser verificados, para A. haemolyticum (Fig. 12 A) e T. rubrum
(Fig. 12 B), A. chelonae (Fig. 13) e C. psedotuberculosis (Fig. 14). Tendo certeza do sucesso
da purificacéo, as fragdes puras foram concentradas em dispositivo Millipore (MWCO 10 kDa)
e posteriormente, as fracOes obtidas tiveram suas concentracfes medidas por meio do
espectrofotometro UV-Vis, que somente foi possivel pois todas as SMases alvo possuem o
aminodcido de triptofano em suas sequéncias, apresentando absorc¢do de luz em 280 nm. Com

a obtencdo das SMases concentradas, realizou-se outra purificagdo mais refinada, por gel

filtrac&o.
Tabela 3: Tampdes utilizados na purificacgéo.
Tampéo Concentracéao V/L de cultura
Lise NaHPO4s 20 mM; NaCl 300 mM; Glicerol 10%; 10 mL
imidazol 0,5 M; MgCl, 1 mM
Lavagem 1 | NaHPO4 20 mM; NaCl 300 mM; Glicerol 10%; 10 mL
imidazol 40 mM, MgCl; 1 mM
Lavagem 2 | NaHPOs 20 mM; NaCl 300 mM; Glicerol 10%; 10 mL
imidazol 60 mM, MgCl; 1 mM
Lavagem 3 | NaHPO4 20 mM; NaCl 300 mM; Glicerol 10%; 5mL
imidazol 80 mM, MgCl, 1 mM
Eluicéo NaHPO; 500 mM; NaCl 300 mM; Glicerol 10%; 10 mL
imidazol 400 mM, MgCl> 1 mM
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Figura 12: SDS-PAGE 15% evidenciando a eficiéncia da expressdo e purificagdo das SMases D de A.
haemolyticum a 37 °C (A) e de T. rubrum (B) a 20 °C na linhagem T1 de Escherichia coli através da intensidade
das bandas referentes ao produto de purificacdo utilizando Ni-NTA com diferentes concentracdes de imidazol.

(M): marcador molecular em (kDa); (1): tampéao de lavagem 40 mM; (2): tampédo de lavagem 60 mM; (3): tampéo

de lavagem 80 mM e (4): eluicdo 400 mM.

Figura 13: SDS-PAGE 15% evidenciando a eficiéncia da expressdo da SMase D de A. chelonae a 20 °C na
linhagem T1 de Escherichia coli através da intensidade das bandas referentes ao produto de purificagdo utilizando
Ni-NTA com diferentes concentragdes de imidazol. (M): marcador molecular (kDa); (1): tamp&o de lavagem 40
mM; (2): tampéo de lavagem 60 mM; (3): tampéo de lavagem 80 mM e (4): eluicdo 400 mM.
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Figura 14: SDS-PAGE 15% evidenciando a eficiéncia da expressdo da SMase D de C. pseudotuberculosis a 30
°C na linhagem T1 de Escherichia coli através da intensidade das bandas referentes ao produto de purificacdo
utilizando Ni-NTA com diferentes concentracBes de imidazol. (M): marcador molecular (kDa); (1): tampéo de

lavagem 40 mM; (2): tampdo de lavagem 60 mM; (3): tamp&o de lavagem 80 mM e (4): eluigdo 400 mM.
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56  Gelfiltragdo (AKTA-purifier)
Com a finalidade de uma purificacdo mais refinada e remocao de proteinas agregadas e
a troca do tampéo contendo imidazol por 20 mM Tris-HCI, 100 mM NaCl, 1 mM MgCl; e pH
estabelecido de acordo com o pl de cada proteina (A. haemolyticum pH 7,7, A. chelonae, T.
rubrm e C. pseudotuberculosis pH 7). A cromatografia de exclusdo molecular (gel filtragdo) foi
realizada utilizando-se a coluna Superdex 75 10/300 GL (GE Healthcare Life Sciences), loop
de 500 pL e fluxo de 0,700 mL/min no sistema AKTA-purifier.

Na exclusdo molecular, tem-se a fase mdvel que € o tampéo e a fase estacionaria que é
a coluna com resina constituida de esferas porosas. Nessa técnica, as particulas que apresentam
massas moleculares maiores, migram livremente pela coluna e sdo as primeiras fracGes a serem
eluidas. As moléculas menores, por penetrarem nos poros, levam mais tempo para percorrer
toda a extensdo da coluna, portanto as frac6es sdo eluidas mais lentamente. Os cromatogramas
da gel filtracdo foram obtidos utilizando a absorbancia de 230 e 280 nm. Em 230 nm € o
comprimento de onda no qual € possivel identificar as ligacBes peptidicas dos compostos e em
280 nm alguns residuos de aminoécidos, como triptofano e tirosina. Nos cromatogramas temos
no eixo x as fracdes em volume de dilui¢do, na qual a amostra sera eluida de acordo com seu
tamanho molecular, no eixo y temos a concentracdo da amostra em unidades arbitrarias de
absorbéncia, que é determinada pelos comprimentos de onda de 230 e 280 nm (GROVES et al.,
1968; PACE et al., 1995). Apos obtencdo dos perfis de cromatografia, foram coletadas as

fracOes referentes aos picos de absorbancia de 230 e 280 nm e posteriormente essas amostras
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foram aplicadas em gel SDS-PAGE para verificar se as amostras eluidas era da SMase D que

estava sendo analisada.

Do cromatograma da SMase D de A. haemolyticum (Fig. 15), foram coletadas as fracdes
2 a 11, e com base nos resultados obtidos no SDS-PAGE (Fig. 16), confirmou-se que era a
proteina de interesse que foi purificada, visto que sua massa molecular da A. haemolyticum é
de 33 kDa. A. chelonae (Fig. 17) foram coletadas as fraces de 3 a 10 e com a posterior
confirmacdo do SDS-PAGE (Fig. 18), observamos que a proteina foi purificada e o
cromatograma corresponde ao perfil dessa proteina, pois sua massa molecular é de 33 kDa. C.
pseudotuberculosis (Fig. 19) tiveram as fracdes de 3 a 12 coletadas, a massa molecular dessa
SMase D é 33 kDa e por meio do SDS-PAGE (Fig. 20), a purificagdo foi confirmada. Em
relagdo T. rubrum (Fig. 21), o perfil cromatografico apresenta duas populagdes, no entanto, ao
coletar as fracbes 4 a 12 para serem colocadas no SDS-PAGE (Fig. 22), demonstrou que a

proteina foi purificada e sem contaminantes.

Figura 15: Perfil de cromatografia de exclusdo molecular da proteina SMase D de A. haemolyticum em Superdex
G75 10/300 (GE) apo6s etapa de purificacdo em Ni-NTA. O eixo y do grafico corresponde a absor¢do em mili
unidades de absorbéncia e o eixo x ao volume de elui¢do em mililitros. Linha azul indica a absorbancia a 230 nm.

Linha rosa absorbancia em 280 nm. Linha marrom indica a condutividade relacionada a concentracéo salina.
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Figura 16: SDS-PAGE 15% com as fragdes coletadas ap6s a gel filtragdo da SMase D de A. haemolytiucum. (M)
marcador molecular em (kDa) e as outras bandas correspondem as fracdes 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 e 11 obtidas na
gel filtracdo pelo sistema AKTA-purifier.
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Figura 17: Perfil de cromatografia de exclusdo molecular da proteina SMase D de A. chelonae em Superdex G75
10/300 (GE) apos etapa de purificagdo em Ni-NTA. O eixo y do grafico corresponde a absor¢édo em mili unidades
de absorbancia e o eixo x ao volume de eluicdo em mililitros. Linha azul indica a absorbancia a 230 nm. Linha

rosa absorbancia em 280 nm. Linha marrom indica a condutividade relacionada a concentracéo salina.
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Figura 18: SDS-PAGE 15% com as fracdes coletadas apds a gel filtragdo da SMase D de A. chelonae. (M)
marcador molecular em (kDa) e as outras bandas correspondem as fracfes 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 e 10 obtidas na gel
filtracdo pelo sistema AKTA-purifier
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Figura 19: Perfil de cromatografia de exclusdo molecular da proteina SMase D de C. pseudotuberculosis em
Superdex G75 10/300 (GE) apés etapa de purificacdo em Ni-NTA. O eixo y do grafico corresponde a absorcao
em mili unidades de absorbéncia e o0 eixo x ao volume em mililitros. Linha azul indica a absorbancia a 230 nm.

Linha rosa absorbancia em 280 nm. Linha marrom indica a condutividade relacionada a concentracdo salina.
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Figura 20: SDS-PAGE 15% com as fracdes coletadas apos a gel filtragdo da SMase D de C. pseudotuberculosis
(M) marcador molecular em (kDa) e as outras bandas correspondem as fracdes2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11 e 12
obtidas na gel filtracdo pelo sistema AKTA-purifier.

Figura 21: Perfil de cromatografia de exclusdo molecular da proteina SMase D de T. rubrum em Superdex G75
10/300 (GE) apos etapa de purificagdo em Ni-NTA. O eixo y do grafico corresponde a absor¢do em mili unidades
de absorbéancia e o eixo x ao volume de eluicdo em mililitros. Linha azul indica a absorbancia a 230 nm. Linha
rosa absorbancia em 280 nm. Linha marrom indica a condutividade relacionada a concentragéo salina.
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Figura 22: SDS-PAGE 15% com as fraces coletadas apds a gel filtragdo de C. pseudotuberculosis (M) marcador
molecular em (kDa) e as outras bandas correspondem as fracoes 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11 e 12 obtidas na gel

filtracdo pelo sistema AKTA-purifier.

M 4 5 6 7 8 9 10 11 12
97 3
66 A
45
30

20,1 Ty,

144

As SMases D de A. chelona e A. haemolyticum foram detectadas proximas ao volume
12 mL da coluna com picos relativamente estreitos, 0os quais sdo ideais para ensaios de
cristalizacdo. J& a SMase D de C. pseudotuberculosis apresentou um pico mais amplo
horizontalmente proximo ao volume 14 mL. Na exclusdo molecular da T. rubrum, o pico no
cromatograma ficou muito amplo, o que ndo € ideal para ensaios cristalograficos. Diversas
condicdes de tamponamento, em diferentes pHs e na presenca de aditivos foram testadas para
obtencdo de um perfil cromatografico mais refinado. Entre os aditivos, foram testados

betaciclodextrina, p-mercaptonetanol, DTT e N-Laurilsarcosina.

5.7  Analises por espalhamento de luz dindmico (DLYS)
Para as analises em DLS, foi utilizado o tampao 100 mM NaCl, 10 mM NaHPO, e pH
7,7. As cubetas utilizadas foram de quartzo com 1 centimetro de caminho dptico, no qual foi
adicionado 300 pL e mais 10 pL de cada SMase D em uma concentracdo de 2 mg/mL. Para a
SMase D T. rubrum, foi necessaria uma analise adicional com a utilizacdo do tampédo 20 mM
MES pH 5,5.
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Figura 23: Analise dos gréficos de coeficiente de correlagdo e dispersividade em DLS das SMases D de A.
chelonae.
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Figura 24: Analise dos gréaficos de coeficiente de correlacdo e dispersividade em DLS das SMases D de A.

haemolyticum.
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Figura 25: Analise dos graficos de coeficiente de correlacdo e dispersividade em DLS das SMases D de C.
pseudotuberculosis.
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Figura 26: Anlise dos gréficos de coeficiente de correlagéo e dispersividade em DLS das SMases D de T. rubrum.
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Figura 27: Analise dos gréaficos de correlacdo e dispersividade em DLS das SMases D de T. rubrum em tampao

20 mM MES pH 5,5.
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Os resultados de DLS indicam populacdes monomodais para as SMases D de A.

chelonae (Fig. 23) e C. pseudotberculosis (Fig. 24), corroborados pelos picos Unicos e estreitos

em gel filtracdo. A SMase D de T. rubrum (Fig. 25 e 26) apresenta um perfil de agregado em

DLS com massa molecular maior que a esperada para SMase D, no entanto, com base na

espessura do pico cromatografico, apresenta-se multidispersa em gel filtracdo (Fig. 21) e

indicando populacGes com uma massa molecular menor que a esperada, uma vez que 0 pico se

projeta para a direita. A SMase D de A. haemolyticum (Fig. 24) aparenta ser monomodal, o que

corrobora com seu perfil cromatografico oriundo da gel filtracdo por exclusdo molecular, que

apresenta apenas um pico. As proteinas C. pseudotuberculosis e T. rubrum (Fig. 19 e 21), foram

eluidas também apos o sal, indicando que pode haver interagcdo entre a resina e a proteina de

forma que ela migre mais lentamente do que o esperado.
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5.8  Ensaios de viabilidade celular (MTT)

Inicialmente as SMases D de A. chelonae, A. haemolyticum, C. pseudotuberculosis e T.
rubrum tiveram a viabilidade celular testadas em ensaios de MTT em linhagem celular HaCaT.
A SMase D de A. chelonae foi a Unica que apresentou resultados satisfatorios estatisticamente
em relagédo a sua viabilidade celular quando comparada com o controle. Foi observada uma
diminuicdo dose dependente, uma vez que com ao diminuir as concentragdes, a viabilidade
celular aumentou, ou seja, as células foram morrendo em uma porcentagem menor, no periodo
de 72 horas. Os resultados significativos utilizando as SMases D de A. chelonae foram obtidos
com as amostras contendo 40, 20, 1,25 e 0,625 ug, no entanto somente com 40 e 20 pg foram

observadas diminuigdes da viabilidade celular (Fig. 28).

Figura 28: Ensaio MTT para andlise da viabilidade celular em células da linhagem HaCaT da SMase D de A.
chelonae ap6s 72 horas de incubacgdo nas concentragdes 40, 20, 10, 5, 2,5, 1,25, 0,625 g expressas no eixo X e a

viabilidade (células vivas) em % no eixo Y. P < 0,05.
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O candidato a inibidor doxiciclina ndo diminuiu a viabilidade celular das células em

relacdo ao controle (Fig. 29).
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Figura 29: Ensaio MTT para andlise da viabilidade celular em células da linhagem HaCaT com o inibidor
doxiciclina nas concentragdes 40, 20, 10, 5, 2,5, 1,25, 0,625 g expressas no eixo X e a viabilidade (células vivas)
em % no eixo Y. P < 0,05.
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A figura 30 indica também diferenca significativa com relacdo ao controle, quando se
utilizam 20 e 10 ug de doxiciclina, sugerindo aumento na taxa de crescimento celular, mas nas
outras concentracfes, temos um resultado insignificante estaticamente, o que indica que o
inibidor realmente n&o influencia a viabilidade celular.

Os candidatos a inibidores lapachol (Fig. 30) e tetraciclina (Fig. 31) também foram
comparados com o controle e ndo houve diminuicéo da viabilidade celular, logo ndo apresentou

diferenca significativa relevante.
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Figura 30: Ensaio MTT para andlise da viabilidade celular em células da linhagem HaCaT com o inibidor lapachol
nas concentracgdes 40, 20, 10, 5, 2,5, 1,25, 0,625 g expressas no eixo X e a viabilidade (células vivas) em % no
eixo Y. P <0,05.
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Figura 31: Ensaio MTT para anélise da viabilidade celular em células da linhagem HaCaT com o inibidor
tetraciclina apds 96 horas de incubacdo nas concentragdes 40, 20, 10, 5, 2,5, 1,25, 0,625 ug expressas no eixo X e

a viabilidade (células vivas) em % no eixo Y. P < 0,05.
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Por apresentar resultados indicando diminuicdo da viabilidade celular na presenca da
SMase D de A. chelonae com relacdo ao controle, foram testados possiveis complexos de
SMases D e os candidatos a inibidores doxiciclina, lapachol e tetraciclina em ensaios de MTT
em linhagens de células HaCaT. Para esse fim, tanto a SMase D quanto os inibidores foram
testados na concentracdo de 40 pg. Todos os possiveis complexos inibidores-esfingomielinase
comparados com a SMase D de A. chelonae exibiram resultados significantes. Quando a enzima

é incubada com o antibidtico e esse possivel complexo é testado em ensaios de MTT, a
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viabilidade celular aumenta no caso da SMase D de A. chelonae, ou seja, 0s antibidticos
realmente inibem a atividade SMase D. Entre todos os inibidores, o que apresenta maior

probabilidade de ser um futuro alvo contra SMase D é a doxiciclina (Fig. 32).

Figura 32: Ensaio MTT para andlise da viabilidade celular em células da linhagem HaCaT com a esfingomielinase
D de A. chelonae complexada com seus inibidores tetraciclina, doxiciclina e lapachol apds 96 horas de incubacédo

na concentracao 40 pg expressas no eixo X e a viabilidade (células vivas) em % no eixo Y. P < 0,05.
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Foram testadas tambeém as viabilidades celulares na presenca das SMases D de C.
pseudotuberculosis (Fig. 33) e A. haemolytucum (Fig.34), mas para esses alvos ndo foram
testados os possiveis complexos enzima-inibidor, pois ambas ndo apresentaram resultados

relevantes em relacdo ao controle, indicando que ndo ocorreu diminuicdo da viabilidade celular
como seria o esperado.
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Figura 33: Ensaio MTT para anélise da viabilidade celular em células da linhagem HaCaT da SMase D de C.
pseudotuberculosis ap6s 72 horas de incubagdo nas concentragdes 40, 20, 10, 5, 2,5, 1,25, 0,625 g expressas no
eixo X e a viabilidade (células vivas) em % no eixo Y. P < 0,05.
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Figura 34: Ensaio MTT para anélise da viabilidade celular em células da linhagem HaCaT da SMase D de A.
haemolyticum apds 72 horas de incubacgdo nas concentracdes 40, 20, 10, 5, 2,5, 1,25, 0,625 g expressas no eixo
X e a viabilidade (células vivas) em % no eixo Y. P < 0,05.
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A figura 34 indica que a comparacdo entre as concentracoes 20, 10, 2,5 e 0,625 ug de
Smase D de A. haemolyticum com seu controle, existe uma diferenca estatistica significativa na
viabilidade celular. Essa diferenca ndo foi devido a diminuicdo da viabilidade celular, mas

relacionada ao aumento da taxa de crescimento celular, assim como demonstrado também na
figura 29.
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5.9 Catalise enzimatica

Na catalise enzimatica temos a presenca de um substrato sendo consumido até a
formacdo de um produto. A adigdo de uma enzima pode proporcionar diminuicdo da energia de
ativacdo e assim a velocidade da reacdo é acelerada. Nesse processo o substrato, que no caso é
a LPC, se liga a enzima- SMase D em seu sitio ativo e como consequéncia forma o produto que
é desacoplado da SMase D (COOPER, 2000). Para que a atividade enzimatica da SMase D
ocorra, teoricamente, é necessario a presenca do fon Mg %' em seu sitio catalitico
(MURAKAMI., et al 2005 e 2006).

A atividade catalitica das SMases D de A. chelonae, A. haemolyticum, C.
pseudotuberculosis e T. rubrum, foram comparadas de acordo com seu tempo de formacéo do
produto e o consumo do LPC em relacao as suas concentragfes foram monitoradas por meio de
RMN. Em todas as catalises, o LPC comeca com uma concentracdo de 1 mM no tempo zero e
a partir dos 4 minutos de experimento comeca o seu consumo. Na figura 35, 0 LPC comeca a
ser consumido em 4 minutos com uma concentracdo de 0,85 mM. Em relacdo a formacéo do
produto, aos 4 min de experimento a concentracdo € de 0,21 mM e um aumento expressivo de
sua concentracdo ocorre por volta de 52 min. No final de 2 horas a concentracdo do produto é
de 0,78 mM enquanto que a de LPC ¢ 0,45 mM.

Figura 35: Analise das triplicadas do espectro de A. chelonae. Eixo X representa o tempo (min) e 0 y a concentracéo
(mM).
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Figura 36: Analise das triplicadas do espectro de A. haemolyticum. Eixo x representa o tempo (min) e oy a
concentragéo (mM).
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Na catélise da SMase D de A. haemolyticum (Fig. 36), o LPC comeca a ser consumido
em 4 minutos a uma concentracdo de 0,65 mM e o gréafico indica que em 58 minutos ha um
decaimento mais brusco e a concentragdo se mantém aproximadamente constante ao fim de 2
horas. O produto comeca a ser produzido em 4 minutos a uma concentracdo de 0,44 mM e tem
sua maior concentracdo (Fig. 36) entre 46 e 58 minutos e sua taxa de formacdo também esta
relativamente constante até o fim do experimento. Apos 2 horas de experimento o LPC atinge

uma concentracdo de 0,41 mM e o produto atinge 0,71 mM.

No ensaio contendo Smase D de T. rubrum (Fig. 37), aos 4 minutos existe uma
concentracdo de 0,65 mM de LPC e 0,36 mM de produto formado. Ao final de 2 horas, a
concentracdo do LPC é de 0,45 mM e a do produto formado é 0,80 mM.



62

Figura 37: Analise das triplicadas do espectro de T. rubrum. Eixo x representa o tempo (min) e 0y a concentragao
(mM).
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Figura 38: Analise das triplicadas do espectro de C. pseudotuberculosis. Eixo x representa o tempo (min)eoya

concentracdo (mM).

Catalise de LPC por C. pseudotuberculosis

100 w
L]
075
] L] L
[ X L ®
0,50 * . o ° . s ® 5 o % o
[ I e © ®
o ' — . . *
® L ¢ e
025 | @
0,00
00 250 50,0 750 100,0

® [LPCT* @ [Prod®

Fonte: producéo prépria

Ao analisar o gréafico da figura 38, o decaimento da concentracdo do LPC comeca em 4
min com uma concentracdo de 0,88 mM. A formacao do produto também comeca aos 4 min e
sua concentracdo é 0,26 mM. Com 2 horas de experimento rodado, a concentracéo final do LPC
€ 0,51 mM e a do produto 0,34 mM.
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Figura 39: Comparacdo da catalise das SMases D de A. chelonae (azul), A. haemolyticum (vermelho), T. rubrum
(amarelo) e C. pseudotuberculosis (verde) em relagéo a formacdo do produto. Eixo x representa o tempo (min) e
0y a concentragdo (mM).

Comparacao da formacao de produto entre SMases D

1,00

0,75 \\

20,00 40,00 60,00 80,00 100,00 120,00

= A chelonae == A haemolyticum T.rubrum == C.pseudotuberculosis

Fonte: producao propria.

Os graficos da catalise enzimatica dessas quatro SMases D apresentam um padrdo muito
semelhante. Apds 2 horas de experimento, C. pseudotuberculosis (Fig. 38) ainda tem 0,51 mM
de LPC consumido, enquanto nas outras SMases D essa concentracdo € menor. O ensaio de
catalise em que ocorre uma maior formacao de produto apds as 2 horas de experimento é o da
SMase D de T. rubrum (Fig. 39). A mais demorada é a catalise da C. pseudotuberculosis (Fig.
39), uma vez que mesmo apoés 2 horas de experimento, ela apresenta apenas uma concentracao

de 0,34 mM de formacéo de produto.

5.10 Dicroismo Circular
Apos a coleta dos espectros no CD, foi realizada a deconvolugéo pelo software CDpro e

plotagem dos gréaficos pelo OriginLab.



64

Figura 40: Espectro do dicroismo circular das SMases D (A): A. haemolyticum, (B): A. chelonae, (C): C.
pseudotuberculosis e (D): T. rubrum.
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A. haemolyticum (Fig. 40 A) apresenta em sua conformacao secundaria 31 % de voltas e 51
% desordenadas. A. chelonae (Fig. 40 B) apresenta de voltas e 62,7 % desordenadas. C.
pseudotuberculosis (Fig. 40 C) 22,3 % de voltas e 63,2 % desordenadas. T. rubrum (Fig. 40 D)
13,5 % de voltas e 8,1 % desordenadas. Esses dados sugerem que as proteinas ndo estdo
estruturadas e como a analise foi comprometida por ruidos durante coleta de dados e deve ser

refeita utilizando proteinas mais concentradas.
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6 Concluséao
Na natureza existe uma gama de organismos que possuem a proteina SMase D e a
maioria tem como caracteristica serem patogénicos, no entanto sdo poucas as estruturas
cristalograficas resolvidas dessas proteinas. Nesse estudo foram analisados os mecanismos
de citotoxicidade na presenca de possiveis inibidores e analise comparativa da catélise

enzimatica dessas enzimas.

Nesse trabalho foram também estabelecidos os protocolos de expressao e purificacao
das SMases de A. chelonae, A. haemolyticum, C. pseudotuberculosis e T. rubrum com
detalhes sobre os estados oligoméricos durante as etapas de purificacdo. Foi possivel ainda
encontrar um possivel alvo terapéutico, a doxiciclina. Analises de RMN indicaram que
embora essas enzimas apresentem baixas similaridades sequenciais ente elas, apresentam

um padrdo muito semelhante em suas catalises enzimaticas.

Por meio da modelagem por homologia apresentada na tabela 2, concluimos nédo ser
possivel a obtencdo de uma estrutura tridimensional confidvel e dessa forma, seriam

necessarios os ensaios de cristalografia e de RMN para a resolucdo das suas estruturas.

A compilacdo de todos esses dados, incluindo as analises feitas no DLS, indica que essas
proteinas apresentam padrbes diferentes relativos a oligomerizacdo, a catélise e a

citotoxicidade em células da linhagem HaCaT.
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Apéndice A- Outros experimentos
Além da expressdo das SMases D de A. chelonae, A. haemolyticum, C. pseudotuberculosis
e T. rubrum, também foram testados protocolos de expressao e purificacdo dass SMases D de
Aspergillus flavus e Galendromus occidentalis. As sequéncias de aminoécidos que codificam
essas SMases D estdo evidenciadas abaixo, com destaque para a cauda de histina em amarelo,
sitio de clivagem para TEV protease em cinza.

SMase D de Aspergillus flavus

MGSSHHHHHHENLYFQGYAIAHRVLRNEAVTAALSHGANALEVDLTAWYFGWWA

DHDGKLFSAGSTARDLFKFIAQKQWTKDYNISFVWLDIKNPDFCRKGRPCSIEALRDL
AREILEPAGIRVLYGFFETAESRGFKVIRDGLNSNEAVVLSGETSTILHLYNISGAGIPV

KQMVMDFGDSWLRKGVDIYPELRYGSWKRDHGKLGKVFSWTSAQGDTEMVRYLL

REAGIDGLIYGYQTDEYNDKSGPKSALKDIVDFVEAHSDTHRMATEDDAPW

SMase D de Galendromus occidentalis

MGSSHHHHHHENLYFQGRITDERSGDIRRPFYHAHMANSIPTMDLFLREGANAVELD
VTFEPNGAAWWVHHGVPCDYFRVCHESTQLVDYLQAAATRNITLIFLDLKSYKLSPE
AKEFAGVDLALKLSGHFFDKGGQQTNVVLSVPYVTEKQLLASFIEKMKSLKPEQLSK
ISYDVSENPDFSVVGKMFRDLNVTSAWQGDGVTNWFEPFRGFSRVRDAVELRDQGN
VYIKKVYRWTVDYKGHIRQLIDLGIDGVMTNNPSRAYQVVRDLKEIRLAGKKDNIN
DIFSL

Foram realizados testes de expressdo e purificagcdo em pequena escala, com variaces na
temperatura (20 e 30 °C), com a presenca e auséncia de N-Laurilsarcosina e diferentes pHs.
Conforme a figura demonstrado na figura 40, foi possivel expressar a SMase D de A. flavus, a
qual foi localizada na fracdo total, mas ndo foi possivel encontrar um protocolo para obtencéo
da proteina expressa em sua fracdo soltvel. A SMase D de G. occidentalis também foi expressa
e localizadas em sua fracdo total e no sobrenadante a expressdo ndo foi significativa mesmo

tentando diversos protocolos.
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Figura 41: Western blot das SMases D de A. flavus e G. occidentalis evidenciando a reacéo especifica do anticorpo
anti-Histag. (C): controle, (M): marcador molecular em (kDa); (1): Linhagem T1 em E. coli, fracéo total de A.
flavus; (2) LinhagemT1 em E. coli, fracdo total de G. occidentalis; (3) Linhagem T1 em E. coli, fracdo

sobrenadante de A. flavus; (4): Linhagem T1 em E. coli, fragdo sobrenadante de G. occidentalis. Todas em
temperatura de 30 °C.
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