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RESUMO

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

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



ABSTRACT

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

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



Figura 1.

Figura 2.

Figura 3.

Figura 4.

Figura 5.

Figura 6.

Figura 7.

Figura 8.

Figura 9.

Figura 10.

Figura 11.

Lista de Figuras

Representagdo da conservagcdo entre elF5A de eucariotos e
AIQUEAS. .. eeeeeeeeee ettt e e e e e ettt eeeeeeesaeeeeeeeeaansbaeeeeeeesnnnnneeaeeeannnrreees
Atuacdo de elF5A durante a elongagdo de sequéncias
consecutivas de ProliNas..........cccooeeeeeeee e
Modificagdo pods-traducional de elFSA em humanos, catalisada
pelas enzimas desoxi-hipusina sintase (DHPS) e desoxi-hipusina
hidroxilase (DOHH)........uuiiii e
Alinhamento global entre as sequéncias de desoxi-hipusina
sintases de Leishmania major (LmajorA: XP_001686123.1;
LmajorB: XP_001682779.1), Trypanosoma brucei (TbDHSc:
XP_822628.1; TbDHSp: XP_001218790.1), Saccharomyces
cerevisiae (Scerevisiae: NP_011935.1) e Homo sapiens
(Hsapiens: NP_001921.1). ..o
Sobreposicdo dos residuos do sitio ativo entre a DHPS de
humano e as DHPS de Trypanosoma brucei e representagcéo da
complementacgdo do sitio de ligagdo a NAD+ em Trypanosoma
o0 o= PSRRI
llustracdo esquematica do vetor de expressdo pNIC28-Bsa4 e
local da Clonagem.........ooo i
Esquema representativo da clonagem independente de ligagéo
(0 TSRS PP
llustracdo esquematica do vetor de expressdo pSP-GM1 com os
locais de inser¢cao dos genes LmDHPSA e LmDHPSB..................
Regides de dominio “Deoxyhypusine synthase” (pfam01916), nas
isoformas A (A) e B (B) de L. Major..........ccccccoeeeiiiiiiiiiiiiiiiie
Alinhamento global entre as sequéncias de DHPS de Homo
sapiens (1RLZ) e as isoformas A (A) e B (B) de DHPS de
LeiShmania MajJOr.............uuuuuuiiiiaeee e
Clonagem das construgbes de DHPS no vetor de expressao
PNIC28-BSA4.......oeeeiiieeee e

15

16

18

22

24

31

32

38

45

46



Figura 12.

Figura 13.

Figura 14.

Figura 15.

Figura 16.

Figura 17.

Figura 18.

Figura 19.

Figura 20.

Figura 21.

Figura 22.
Figura 23.
Figura 24.
Figura 25.

SDS-PAGE das fragcdes obtidas a partir do teste de expresséao
€M PEQUENA €SCAlA.......eeiiieiiiiieee e

Teste de purificagdo em larga escala da construcdo LmDHPSA-

Segunda tentativa de purificagdo em larga escala da construgao
LMDHPSA-CDO0T ..ot
Purificagdo em larga escala das construgbes LmDHPSB-cb002 e
LMDHPSB-CB003.........co it
Clonagem de construgdes de DHPS de L. major no vetor de
exXpressao PSP-GM ...
da delecdo de ScDHPS pelas
isoformas de DHPS de Leishmania major...............cccccceeeeeieeeeeeee...

Complementacéo funcional

Crescimento e hipusinacédo diferencial entre as linhagens de
Saccharomyces cerevisiae complementadas pela DHPS de
Homo sapiens e pelas DHPSs de Leishmania major.....................

Efeito do GC7 no crescimento celular entre linhagens de S.
cerevisiae expressando a DHPS de humano e as DHPSs de
LeiShmania MajJor.............uuuuuuiaiiaaee e
Modelo molecular comparativo da desoxi-hipusina sintase de
LeiShmania MajJOr.............uuuuuuiaiiaeee e
Representagdo da interface dos dimeros contendo um sitio de
ligagcdo a NAD cataliticamente ativo e outro ndo funcional.............
Residuos de ligagdo a NAD no sitio funcional..................ccccoeee.
Residuos de ligagdo a NAD no sitio catalicamente n&o funcional.

Residuos de ligagdo a GC7 no sitio catalicamente funcionail.........
Residuos de ligagdo a GC7 no sitio catalicamente nao funcional..

50

51

52

54

56

58

60

62

63

68
69
71
72



Tabela 1.

Tabela 2.

Tabela 3.

Tabela 4.

Tabela 5.

Tabela 6.

Tabela 7.

Tabela 8.
Tabela 9.

Tabela 10.

Tabela 11.

Tabela 12.

Quadro 1.

Quadro 2.

Lista de Tabelas e Quadros

Linhagem de Saccharomyces cerevisiae utilizada nesse
trabalno. ...
Linhagens de E. coli utilizadas nesse trabalho....................c.........
Plasmideos utilizados nesse trabalho.............ccccoooiiiiin.
Genes usados nesse trabalho.............oo
Sequéncia dos primers utilizados para amplificagcdes da
isoforma A da DHPS de L. major...........ooeuuuuiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeee
Sequéncia dos primers utilizados para amplificacdes da
isoforma B da DHPS de L. major...........oouuuuuciiiiiiiieeeeeeeeeieeeeee
Sequéncia dos oligonucleotideos usados para amplificagado das

Anticorpos utilizados nesse trabalho.............cccccceeiiiiiiii
Combinagdes de primers e construgbes geradas para a
isoforma A de DHPS de Leishmania major (LmDHPSA)..............
Combinagdes de primers e construgbes geradas para a
isoforma B de DHPS de Leishmania major (LmDHPSB)..............
Comparacédo entre os residuos dos sitios de ligacdo a NAD
entre Homo sapiens, Trypanosoma brucei e Leishmania major...
Tabela 12. Comparagéo entre os residuos dos sitios de ligagéo
a GC7 a 6A de distancia entre Homo sapiens, Trypanosoma
brucei e Leishmania Major.................uuueaaiaiiieeeeeeeeeeeeeeeenn
Valores obtidos para analises da curva de crescimento da
FIQUIA 8. e
Valores obtidos para analises da curva de crescimento da

FIQUIa 19

27

27

28

28

29

30

39
43

47

47

66

70

82



%

°C

(28]

ML

UM
clonNAT
C-terminal
DDM
DHPS
D.0.600nm
DOHH
DNA
EDTA
elF5A

g

GC7

h

HEPES

IMAC

INCT
kDa

L

LB

LIC

M

mg

min

mL

mM
NaCl
NAD
NADH
ng
Ni-NTA
nm
N-terminal
pb

PBS
PBST

Lista de abreviaturas e siglas

porcentagem

graus Celsius

micrograma

microlitro

micromolar

nourseotricina

carboxi-terminal
n-Dodecil-beta-D-maltoside
desoxi-hipusina sintase

densidade 6ptica a 600nm
desoxi-hipusina hidroxilase

acido desoxirribonucleico

acido etilenodiaminotetracético
eukaryotic translation initiation factor 5A
grama

N1-guanil-1,7-diaminoheptano

hora
2-[4-(2-hydroxyethyl)piperazin-1-yllethanesulfonic
acid

cromatografia de afinidade por ions metalicos
imobilizados

Institutos Nacionais de Ciéncia e Tecnologia
quilodalton

litro

meio Luria-Bertani

clonagem independente de ligacéo
molar

miligrama

minuto

mililitro

milimolar

Cloreto de sodio

B-nicotinamide adenine dinucleotide
B-nicotinamide adenine dinucleotide reduced
nanograma

matriz de acido nitriloacético-niquel
nanémetros

amino-terminal

pares de base

phosphate buffered saline

PBS adicionado de 0,05% de Tween-20



PCR polymerase chain reaction

PEI Polietilenimina

pH potencial hidrogeniénico

PCT centro da peptidil transferase

PDB Protein Data Bank

rpm rotacdes por minuto

S segundo

SC meio sintético completo para levedura

SDS dodecil sulfato de sédio

SEM standard error of mean

SGC Structural Genomics Consortium

B meio Terrific Broth

TbDHSc desoxi-hipusina sintase catalitica de Trypanosoma
brucei

TbDHSp desoxi-hipusina sintase prozima de Trypanosoma
brucei

TCEP Tris(2-carboxyethyl)phosphine

Tris tris-hidroximetilaminometano (trizma base)

tRNA RNA transportador

uv ultravioleta

xg aceleracgdo gravitacional



Sumario

1. INTRODUGAO ..ot n et 15
2. OBUETIVOS. ...ttt et e et e e e nee e e e e e nneeeenneeeenneas 26
3. MATERIAIS E METODOS ........c..ooiiieieeee e, 27
3.1. Clonagem das isoformas de DHPS de Leishmania major......................... 29
3. 1. 1. PCR A€ COIONIA ...ttt 32
3.2. Produgcao das enzimas desoxi-hipusina sintase de Leishmania
INV@JOF ...ttt e e e e e 33
3.2.1. Ensaio de expressao em pequena escala............oooovvviiiiiiiiiiniieeeeeeeeeeee 33
3.2.2. Expressao da proteina recombinante em larga escala............................. 34

3.2.2.1. Cromatografia de afinidade por ions metalicos imobilizados (IMAC).... 35

3.2.2.2. Cromatografia de exclusdo molecular ............ccccueeeiiiiiiiiiiiiiiiiis 35
3.2.2.3. Cromatografia de troca iBniCa.............ooeeiiiiiiiiiiiiiei e 36
3.3. Ensaio da atividade enzimatica in vitro .........................c..cccoiiiiiine, 36

3.4. Verificagcao de complementagcao de ScDHPS pelas isoformas de

desoxi-hipusina sintase de Leishmania major..........................ccccooiiiiiiinnnnnne. 37
3.4.1. Clonagem em vetor de expressao em levedura ...........ccccceeeeeeeeeeeeeeenneneee. 37
3.4.2. Digestéo do vetor de expresséo e dos produtos de PCR......................... 39
3.4.3. Reagao de ligagao do vetor de expresséo aos produtos de PCR ............ 39
3.4.4. Transformacgao de [evedura.............cccooiieeeie e 40
3.4.5. Esporulagéo e crescimento seletivo dos haploides de interesse para
0 ensaio de compPleMENTAGEAOD .........eeiiiiiiiiiiiei e 40
3.4.6. Analise de crescimento comparativo em Saccharomyces cerevisiae ...... 41
4.7 WESEEIN DIOK ... e e e e e e e e e e eeeeeeeeees 42

3.5. Analise molecular entre os sitios de ligacao a NAD+ e GC7 em

Homo sapiens, Leishmania major e Trypanosoma brucei............................... 44
3.5.1. Geragdo do modelo molecular por homologia de DHPS de
LeiSRM@NIA MAJOL.........ceee oottt e e e e e e e e e e e e e e eeeeennes 44
3.5.2. Sobreposic¢ao dos sitios de ligagdo a NAD € GC7 ......eciiiiieeeeiiiiiiiiieeeee, 44

4. RESULTADOS E DISCUSSAOD ........coooiiieeeeeeeeeeee e 45

4.1. Clonagem das isoformas de desoxi-hipusina sintase de Leishmania
LT T Lo T PP PPPPPPPPPRRN 45



4.2. Purificagao das enzimas desoxi-hipusina sintase de Leishmania
INV@JOF ...ttt e e e e e oot 48

4.2.1. Expressao em pequena escala das enzimas DHPS de Leishmania

4.2.2. Expressao em larga escala das enzimas DHPS de Leishmania major ... 50

4.3. Verificagdo de complementacao de ScDHPS pelas isoformas de

desoxi-hipusina sintase de Leishmania major........................ccccocoiiiiiunrrnnnnnnn. 55
4.3.1. Clonagem em vetor de expressdo em Saccharomyces cerevisiae .......... 55
4.3.2. Analise da capacidade de complementacdo de DHPS de
Saccharomyces cerevisiae pelas enzimas de Leishmania major ....................... 56
4.3.3. Anadlise do crescimento diferencial entre as linhagens
complementadas em Saccharomyces Cerevisiae...............ueeeeiiiiiiiiiiiininannnss 58
4.3.4. Analise da sensibilidade ao GC7 usando ensaio de crescimento
comparativo em Saccharomyces CerevViSiae. ............cccouuuummeiiiiiiiiiiiiiaaaaaeaaiaaaas 60

4.4. Comparacgao entre os sitios de ligagdo a NAD* e GC7 .............c.coeuvnene. 61
4.4.1. Geragdo do modelo molecular por homologia de DHPS de
= = T T B =[] 61
4.4.2. Comparagao entre os sitios de ligacdo a NAD e GC7 de Homo
sapiens, Leishmania major e Trypanosoma bBrucCei ................ccccceeeeeaeeeaeeeeaanennn.. 63

T o 0]\ [od I U L-7. o O 70
6. REFERENCIAS ..o, 72
ANEXO L.ttt e et e e e e e et e e e e e e aaaaaaaaaeeeaaaaann 78

ANEXO Il e 79



1. INTRODUGCAO

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

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

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

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

Como

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

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

2014; ROSSI et al., 2014).

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

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

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

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

residudos de aminoacidos

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

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

Thrucei 61
Scerevisiae 60
Hsapiens 29

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

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

Hsapiens 111

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

exclusiva e necessaria para seu funcionamento, conhecida como hipusinagao

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

2010). Esta modificagao
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ocorre em uma lisina especifica (Lys50 em humanos, Figura 1), a qual € convertida
em um residuo de hipusina (hidroxi-putrescina-lisina) e faz de elF5A um interessante
alvo para desenvolvimento de farmacos, o que sera explorado neste projeto.

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

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

E P A

E P A

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

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

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

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

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

hidroxilagdo na por¢gédo aminobutil em K50.

Espermidina
Ly

+
(_’

Desoxi-hipusina

|
é;

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

elF5A (desoxi-hipusina) elF5A (hipusina)

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

Em T. brucei e L. major, observa-se ainda, que apenas uma das isoformas da
proteina possui o residuo de lisina essencial para a atividade de desoxi-hipusina
sintase (identificado por seta verde, Figura 4). Além disso, a maioria dos residuos do
sitio ativo que interagem com GC7 na co-cristal de H. sapiens (1RQD) sé estéo
conservados em uma das isoformas dessas espécies (LmajorA e TbDHSc, na figura
4).

21



Figura 4. Alinhamento global entre as sequéncias de desoxi-hipusina sintases de
Leishmania major (LmajorA: XP_001686123.1; LmajorB: XP_001682779.1),
Trypanosoma brucei (TbDHSc: XP_822628.1; TbDHSp: XP_001218790.1),
Saccharomyces cerevisiae (Scerevisiae: NP_011935.1) e Homo sapiens
(Hsapiens: NP_001921.1). Vermelho: Aminoacidos que se ligam ao GC7 a uma
distancia de 5A no co-cristal de humanos (ID PDB: 1RQD) (Umland et al., 2004).
Alinhamento elaborado utilizando as ferramentas online Clustal émega e
BoxShade (<https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/>). Preto: residudos de
aminoacidos idénticos. Cinza: aminoacidos similares. Seta verde: Lisina

essencial para a atividade catalitica de DHPS.

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

LmajorA 82

Hsapiens 79

Scerevisiae 82

TbDHSP 59 INeVPIENVYT B v T SN 1T S SGHRBTIENG

LmajorB 103 RS—PED'VFLAYTSNMISCGLRDTFTYL"ERE

TbDHSc 131

LmajorA 142

Hsapiens 125

Scerevisiae 128

TbDHSpP 92

LmajorB 135

TbDHSc 179

LmajorA 202

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

LmajorA 322
Hsapiens 215
Scerevisiae 234
TbDHSp 184
LmajorB 227

TbDHSc 310

LmajorA 382

Hsapiens 222

Scerevisiae 241

TbDHSp 197

LmajorB 240

TbDHSc 339

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

Scerevisiae 271 €DIRKINSMEVEEEEY SRAGMT I LGGGLIKHHTY
TbDHSP 227
LmajorB 270

TbDHSC 382 GARPEEAVSWGKLRIEDEMWAVKY YEEMTEVEPLEY
LmajorA 499 A RCBEABSHGKURMECIN VXY GE

Hsapiens 293

Scerevisiae 314

TbDHSP 271

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

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

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

de desoxi-hipusina sintase de tripanossomatideos, sdo compostas por menos de

23



400 residuos (Figura 4).

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

T. brucei

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

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

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

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

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

major in silico e utilizando o organismo modelo S. cerevisiae.
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5. CONCLUSAO

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

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

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

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

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

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

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

compostos com potencial interagdo a DHPS de L. major.
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