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Resumo

O conhecimento e compreensdo das interaccdes entre proteinas e ligandos € muitas vezes a base
para a resolucao de questdes complexas a nivel biologico. Na presente dissertagdo sdo estudadas
as proteinas Aldeido Oxidorredutase de Desulfovibrio gigas (DgAOR) e a tripsina de Bos taurus
com varios ligandos por Cristalografia de Raios-X.

A DgAOR ¢é uma enzima de molibdénio da familia da Xantina Oxidase que apresenta a funcao
de catalisar a hidroxilacdo oxidativa de aldeidos a acidos carboxilicos. Com o objectivo de se
perceber qual a diferenca entre as formas activa e inactiva desta enzima, foram realizados
estudos cinéticos com ditionito de sodio e sulfureto de sddio, reagentes utilizados na activacao
de proteinas da mesma familia. Os resultados mostraram uma activacéo inicial seguida de uma
inactivacdo. O modelo cristalografico determinado nas mesmas condi¢des sugere uma molécula
de perdxido de hidrogénio ligada ao atomo de molibdénio do centro activo. Quando comparada
com a estrutura obtida usando apenas peroxido de hidrogénio, as semelhangas sdo notorias
reforcando a presenca desta espécie a bloquear o centro activo. De modo a elucidar o
mecanismo de reaccdo da enzima, foram executados estudos com diferentes aldeidos, tendo-se
observado a interacgdo entre o cofactor e 0s substratos, nalguns casos originando os produtos da
reaccao.

A tripsina é uma protease de serina que catalisa a hidrdlise de ligagdes peptidicas. Esta foi
utilizada como modelo cristalogréfico para o estudo de interacgbes com cinco compostos
desenhados para a inibicdo da urocinase, uma enzima muito semelhante, da mesma familia.
Foram obtidas estruturas com os compostos AB1 e JS62 ligados ao centro activo permitindo a
visualizacdo das interaccdes entre estes e os residuos chave da proteina. O composto AB11 nédo
se ligou a proteina, enquanto que, para os restantes dois compostos, JS67 e SR5, obteve-se

densidade electrdnica de dificil interpretacdo no centro activo.

Termos chave: Cristalografia de raios-X; Cinética enzimatica; Interac¢bes proteina-ligando;
Aldeido Oxidorredutase; Tripsina; Espécies Reactivas de Oxigénio; Inibidores de protease;

Compostos de Boro
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Abstract

The knowledge and comprehension of protein-ligand interactions is often the basis for the
resolution of complex biological issues. In the present dissertation the proteins Aldehyde
Oxidoreductase from Desulfovibrio gigas (DgAOR) and trypsin from Bos taurus are studied
with various ligands by X-ray crystallography.

DgAOR is a molybdenum enzyme of the Xanthine Oxidase family that catalyzes the oxidative
hydroxylation of aldehydes to carboxylic acids. In order to distinguish the active and inactive
forms of this enzyme, kinetic studies were performed with sodium dithionite and sodium
sulfide, reagents used in the activation of proteins of the same family. The results showed an
initial activation followed by an inactivation. The crystallographic model determined in the
same conditions suggests a hydrogen peroxide molecule bound to the molybdenum atom of the
active site. When compared to the structure obtained with hydrogen peroxide, the similarities
are notorious, reinforcing the presence of this species blocking the active site. In order to
elucidate the reaction mechanism of the enzyme, studies with different aldehydes were
executed, resulting in structures where the interaction between the cofactor and the substrates,
and in some cases the product, was observed.

Trypsin is a serine protease that catalyzes the hydrolysis of peptide bonds. This enzyme was
used as a crystallographic model for the study of interactions with five compounds designed for
urokinase inhibition, which is a very similar enzyme of the same family. Structures were
obtained with the compounds AB1 and JS62 bound to the active site, allowing the
characterization of the interactions between these compounds and the key residues of the
protein. The compound AB11 didn’t bind to the protein and some electron density of difficult
interpretation was obtained for compounds JS67 and SR5.

Keywords: X-ray crystallography; Enzymatic Kinetics; Protein-ligand interactions; Aldehyde
Oxidoreductase; Trypsin; Reactive Oxygen Species; Protease inhibitors; Boron compounds
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1.1. Aldeido Oxidorredutase

1.1.1. Molibdénio

Vérios metais de transicdo sdo encontrados em enzimas, conferindo-lhes uma grande
diversidade catalitica que ndo seria possivel utilizando apenas os grupos funcionais das cadeias
laterais dos aminoacidos. O molibdénio é um metal de transicdo que se encontra no 5° periodo e
no grupo 6 da tabela perioédica. Entre todos os metais de transicdo do 5° periodo da tabela
periddica, este é o Unico que é fundamental para a grande maioria dos organismos vivos, sendo
gue 0s poucos que ndo necessitam deste elemento, utilizam tungsténio que se encontra
imediatamente abaixo deste, no grupo 6 da tabela periddica e apresenta caracteristicas muito
semelhantes. E por isso considerado um microelemento para os animais, plantas e
microorganismos, pois em baixas quantidades é vital, mas em quantidades mais elevadas pode
ser letal. Apesar de ser muito pouco abundante na crosta terrestre, 0 molibdénio é o metal de
transicdo mais abundante na agua do mar, na forma de molibdato (MoO,*). Tendo em conta que
0s oceanos assemelham-se a sopa primordial a partir da qual se pensa ter originado a vida, pode-

se explicar a sua incorporago nos varios sistemas biolégicos.*?

O molibdénio possui uma grande versatilidade, podendo apresentar estados de oxidagao entre -2
e +6, sendo os estados +4 e +6 0s mais estaveis, e uma coordenacdo entre 4 e 8 ligandos. Por
estes motivos, este elemento encontra-se no centro activo de acima de 50 enzimas diferentes.
Com a excepcdo das nitrogenases bacterianas que apresentam um centro multinuclear MoFe-, 0
molibdénio encontra-se na forma mononuclear em todos 0s outros casos conhecidos,

coordenado por um cofactor organico triciclico denominado de pterina.”?

1.1.2. Cofactor do molibdénio

Na literatura, a pterina é muitas vezes designada por MoCo (do inglés Molybdenum Cofactor),
pois pensava-se, inicialmente, que este cofactor s6 existia em enzimas de molibdénio. Mais
tarde foi descoberto que este também se encontra em enzimas de tungsténio, passando a

designar-se por piranopterina.**

Maioritariamente, as enzimas de molibdénio catalisam reac¢Bes redox, controlando a grande
versatilidade quimica do metal através da piranopterina e do ambiente envolvente do centro
activo. O cofactor, apesar de ser parte integral do centro activo destas enzimas, ndo participa
directamente no mecanismo da catélise. Este coordena o metal através do seu grupo ditioleno e
tem como fungdes principais 0 correcto posicionamento do metal, o controlo do seu

comportamento redox e a transferéncia de electrdes para outros grupos prostéticos.>*
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A piranopterina pode estar presente nas formas de dinucleétido ou de monofosfato. Nos
organismos eucarioticos esta apresenta-se na forma mais simples de monofosfato (MPT, do
inglés molybdopterin ou metal-binding pterin) e nos organismos procarioticos esta encontra-se
ligada a um nucleosideo, normalmente uma citidina (MCD, do inglés molybdopterin cytosine
dinucleotide) ou uma guanosina (MGD, do inglés molybdopterin guanosine dinucleotide). As
diferencas entre as varias formas em que se apresenta este cofactor sdo evidenciadas na Figura
1.12

ZT

MPT:R=H
HoN N N
H
NH, o
L (ﬁ
o N o o N N/kNHZ
MCD: R = —!’!—O MGD: R = —I|3|—O
| ° | °
o o
OH OH OH OH

Figura 1.1. Representacdo esquematica da estrutura das diferentes formas da piranopterina: MPT — forma
de monofosfato; MCD - molybdopterin cytosine dinucleotide; MGD — molybdopterin guanosine
dinucleotide. Adaptado de Romao 2009.?

Apesar de estar presente nas mais diversas enzimas dos mais diversos organismos, a sintese da
pterina é altamente conservada. Quando o molibdénio entra na célula, na forma de molibdato,
este é incorporado no cofactor através da utilizacdo de uma complexa maquinaria biossintética.
Este processo ocorre em quatro passos principais: conversdo do GTP a piranopterina ciclica
monofosfato (cPMP, do inglés cyclic Pyranopterin Monophosphate), conversdo do cPMP a
MPT, insercdo do 4&tomo de molibdénio formando o MoCo e, finalmente, adi¢do de diferentes
nucleotideos de modo a formar o MCD ou o0 MGD, no caso dos organismos procariéticos. O
impedimento da biossintese deste cofactor resulta na perda de fungdes metabolicas essenciais a

sobrevivéncia dos organismos.”>”
1.1.3. Enzimas de molibdénio

O molibdénio é essencial para a actividade de varias enzimas de organismos procarioticos e
eucarioticos. Estas estdo envolvidas em diversos caminhos metabolicos, como por exemplo o

catabolismo de purinas e aminoacidos sulfurados em animais ou a assimilacdo de nitrato e
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biossintese de hormonas em plantas. Em humanos sdo conhecidas a Xantina Oxidase (XO), a
Sulfito Oxidase (SO) e a Aldeido Oxidase (AO) que estdo envolvidas em doengas como a gota,

a xantindria ou dano provocado por radicais livres seguido de insuficiéncia cardiaca.?

As enzimas dependentes da piranopterina foram agrupadas em trés grandes familias, cada uma
com diferentes tipos de reacgdes catalisadas e estruturas distintas do centro activo: a familia da
X0, a familia da SO e a familia da DMSO Redutase (DMSOR). A primeira familia inclui
enzimas como a X0, a AO e a Aldeido Oxidorredutase (AOR) e apresenta o atomo de
molibdénio numa geometria piramidal quadrada ligado a um oxigénio na posicao apical e a uma
pterina (MCD ou MPT), um enxofre ou oxigénio e um grupo labil OH/OH, nas posi¢des
equatoriais (Figura 1.2A). Na segunda familia encontram-se enzimas como a Sulfito Oxidase e a
Nitrato Redutase onde o Mo apresenta uma coordenacdo semelhante & familia anterior mas o
enxofre esté ligado a uma cisteina através de uma ponte de dissulfureto (Figura 1.2B). A Gltima
familia apresenta uma maior diversidade em termos de estrutura e funcdo das enzimas que a
integram, sendo que algumas podem apresentar tungsténio no centro activo em vez de
molibdénio. Nesta familia o metal é coordenado por duas pterinas equatoriais, um o0xigénio ou
enxofre apical e um sexto ligando que pode variar (Figura 1.2C). Este pode ser uma serina (no
caso da DMSO Redutase ), uma cisteina ou selenocisteina (Formato Desidrogenase H °), ou um

grupo oxo (Arsenito Oxidase *°).>#

A B C
Familia da Xantina Oxidase Familia da Sulfito Oxidase Familia da DMSO Redutase
O o X SH/OH
S\ ||/S/O S\ ||/S Cys S\\//S
Mo\ , Mo\ [ Mo ‘
s/ OH, S/ OH s/ N
X: Cys, SeCys, Ser, Asp

Figura 1.2. Representacéo esquematica do centro activo para as trés principais familias de enzimas de
molibdénio. Adaptado de Romao 2009.?

Com algumas excepcdes, estas enzimas catalisam reaccGes que envolvem a transferéncia de um
atomo de oxigénio de uma molécula de agua para o substrato (ou vice versa) acoplada a
transferéncia de dois electrdes do substrato para 0 Mo, sendo que este alterna entre o estados de
oxidacdo VI e IV. Os electrdes sdo depois transferidos do metal para os outros cofactores
presentes nestas enzimas, como centros ferro-enxofre, hemos e flavinas, normalmente através

dos anéis da pterina."?

As molibdoflavoenzimas (MFEs) sdo um subgrupo homogéneo das molibdoenzimas,
caracterizadas por necessitarem ndo so6 da molibdopterina mas também de um cofactor flavinico

(FAD) para apresentarem actividade catalitica. Estas MFEs estdo distribuidas pelas varias

5
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familias descritas anteriormente e pelos diferentes reinos dos organismos. Estdo presentes em
bactérias (p.e. xantina desidrogenase de Rhodobacter capsulatus — RcXDH — e a aldeido
oxidorredutase periplasmatica de Escherichia coli — PaoABC '), fungos (p.e. purina
hidroxilase | de Aspergillus nidulans **), plantas (p.e. aldeido oxidases 1, 2 e 3 de Arabidopsis
thaliana — AtAO1,2,3 *°) e animais (p.e. aldeido oxidase — AO ***") e representam um grupo de

proteinas relacionadas bioquimicamente e estruturalmente.*®
1.1.4. A familia da Xantina Oxidase

As enzimas da familia da xantina oxidase sdo, entre as proteinas de molibdénio, as mais
estudadas e mais caracterizadas. Estas catalisam a hidroxilacdo oxidativa de um diverso grupo
de aldeidos e compostos aromaticos heterociclicos em reac¢fes que envolvem a quebra de uma

ligagio C—H e formacao de uma ligagdo C-O (equaco 1).

RH + H,0 » ROH + 2¢ + 2HF (1)

RH: aldeido ou composto aromatico heterociclico

Esta familia compreende membros distribuidos entre os dominios Eucariota, Procariota e
Archaea. Por norma estas enzimas estdo organizadas em homodimeros, sendo que os cofactores
podem estar localizados todos numa tnica subunidade (o) ou em subunidades diferentes
(azB2y2), dependendo da enzima. O cofactor de molibdénio presente ndo se encontra ligado
covalentemente a cadeia principal de aminoacidos, ao contrario do que acontece noutras
familias. Estas apresentam também centros Fe-S e poderdo ou ndo apresentar um cofactor

flavinico.?

No caso da xantina desidrogenase (XDH), esta é uma enzima chave no catabolismo de purinas,
catalisando a conversdo de hipoxantina a xantina e de xantina a acido Urico. Esta esta também
presente em diversas situacfes patoldgicas, como a isquemia de varios 6rgdos, processos de
inflamaco e infeccdo.'® Trata-se de um homodimero do tipo a, e, para além da piranopterina,
apresenta dois centros 2Fe-2S e um cofactor FAD. Esta pode ser convertida a forma de xantina
oxidase, enzima que deu o nome a familia. No caso destas enzimas, os electrGes provenientes da
hidroxilacdo oxidativa do substrato sdo transferidos para os centros Fe-S, de seguida para o
FAD e finalmente para um aceitador final externo — o NAD" no caso da XDH e 0 O, no caso da

XO (a qual forma espécies reactivas de oxigénio, ROS, como produto lateral desta reacgo).*®

A Aldeido Oxidase também é uma enzima de grande interesse, pois esta envolvida no
metabolismo de diversos aldeidos e na biotransformacéo de xenobidticos. Ao contrario da
XDH/XO, pouco se sabe sobre a reaccdo catalisada por esta enzima e sobre o seu papel

fisiologico. Apesar de serem muito semelhantes, estas enzimas apresentam diferentes

6



Estudos estruturais de interac¢Oes proteina-ligando: Aldeido Oxidorredutase e Tripsina

especificidades ao nivel de substratos, inibidores e funcdo. No entanto, tal como a XO, esta

enzima também produz ROS como um produto lateral da sua actividade.'®***

1.1.5. Aldeido Oxidorredutase de Desulfovibrio gigas

O objecto de estudo deste trabalho, a Aldeido Oxidorredutase, ¢ uma molibdoenzima da familia
da Xantina Oxidase, extraida do citoplasma da bactéria gram-negativa e redutora de sulfato
Desulfovibrio gigas (D. gigas) em condicGes anaerdbias. Com ligeiras diferencas em relacdo
aos restantes membros da familia, o seu centro activo possui um Mo coordenado pelo grupo
ditioleno de um MCD, dois grupos oxo — um apical e outro equatorial — e um grupo OH/OH,
labil equatorial (Figura 1.3). Esta enzima catalisa a hidroxilacdo oxidativa de aldeidos aos

respectivos &cidos carboxilicos.?#%

o\\ //o N,

o] S/Mo\—OHx ‘ /K
N o
HN ‘ [¢] (0]
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Figura 1.3. Representacéo esquematica da estrutura do cofactor pterinico (MCD) da DgAOR. O ligando
OH, do molibdénio corresponde ao ligando labil OH/OH,.

Ainda ndo se conhece com certeza o papel fisiolégico desta enzima em bactérias redutoras de
sulfato, sabendo-se apenas que esta hidroxila um grande nimero de aldeidos com muito baixa
especificidade. Devido ao facto do gliceraldeido ser um dos seus substratos, foi proposto que a
AOR possa estar envolvida na degradacdo da poliglucose, a qual é acumulada por D. gigas em

condicdes normais de crescimento. 2%

A DgAOR é uma proteina de 907 aminodcidos que apresenta uma massa molecular de
aproximadamente 90 kDa e em solucdo existe na forma de homodimero com uma massa
molecular de aproximadamente 210 kDa. A sua sequéncia encontra-se em anexo (Anexo
7.1).2%*" Cada monémero alberga um atomo de molibdénio, assim como quatro &tomos de ferro,

correspondentes a dois centros 2Fe-2S distinguiveis espectroscopicamente.”*

Os primeiros cristais de DgAOR foram obtidos em 1993 por Romdo et al.,?

apresentando a
forma de uma bipirdmide hexagonal pertencente ao grupo espacial P6;22. A sua estrutura
tridimensional foi resolvida pelo método de substituicdo isomérfica maltipla (MIR, do inglés

multiple isomorphous replacement), refinada até uma resolucdo de 2,25 A e publicada em
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1995.3" Esta foi a primeira estrutura cristalografica de uma proteina de molibdénio. Mais tarde, a
qualidade dos cristais foi aperfeicoada e a resolugdo foi melhorada até 1,28 A utilizando
radiacdo de Sincrotréo.*

1.1.5.1. Descricao da estrutura

Na unidade assimétrica existe apenas uma molécula, constituida por uma cadeia polipeptidica
Gnica. A proteina é aproximadamente globular, com um diametro aproximado de 75 A. A sua
estrutura secundaria apresenta 28% de hélices alfa e 21% de folhas beta. Uma representacdo da
sua estrutura tridimensional é apresentada na Figura 1.4. A DgAOR apresenta quatro dominios
discretos (Fe—Sistal, FE—Sproximaly M0O1 € M02). O primeiro (residuos 1 até 76) liga o centro ferro-
enxofre distal, ou seja, 0 que se encontra a superficie da proteina e mais afastado do Mo. O
segundo (residuos 84 até 157) liga o centro ferro-enxofre proximal que se encontra mais
préximo do Mo. Os dominios Mol (residuos 196 até 581) e Mo2 (residuos 582 até 907)
estabilizam o cofactor pterinico na sua interface através de interac¢des do tipo ligacdo de
hidrogénio. O dominio Mol contribui com dois segmentos que ligam a pterina, enquanto o
dominio Mo2 liga o outro lado da pterina e estabelece todas as interac¢Ges que ligam o
dinucleotido. Estes dois ultimos dominios ndo s6 determinam a vizinhanga quimica do centro
activo, mas também formam um canal hidrofébico com cerca de 15 A de profundidade na sua
interface, largo a superficie da proteina e estreito no interior, que conduz as moléculas de

substrato em solugdo até ao centro activo.*%

O dominio Fe—Sximal €sta ligado ao dominio Mol através de um segmento longo com estrutura
secundaria irregular que atravessa uma regido concava da proteina. Esta regido aparenta ser o
sitio mais provavel para a interaccdo com proteinas aceitadoras de electrGes, como a

flavodoxina que aceita electrées da DgAOR/aldeidos in vitro.”?*

1.1.5.2. Cofactores e centro activo

Os centros 2Fe-2S encontram-se planares, estando cada atomo de ferro coordenado
tetraedricamente por quatro dtomos de enxofre, dois do préprio cofactor e dois das cadeias
laterais de duas cisteinas. No centro Fe-Sgs 0 Fel encontra-se coordenado pelas cisteinas
Cys40 e Cysd5 e 0 Fe2 pelas Cys48 e Cys60, enquanto que no centro Fe—Syoximal 0 Fel esta
coordenado pelas Cys100 e Cys139 e o Fe2 pelas Cys103 e Cys137. Cada um dos centros forma

um plano perpendicular com o plano formado pelas quatro cisteinas que o coordenam.®
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Figura 1.4. Representacdo da estrutura tridimensional da DgAOR (Cédigo PDB: 1VLB *). Os seus
quatro dominios estdo representados a amarelo (Fe—Sgista), laranja (Fe—Sproxima), Vermelho (Mol) e azul
(Mo02). A cinzento estdo representados os fragmentos de ligagdo entre os dominios. As esferas
representam os cofactores: piranopterina e centros Fe-S, com o seguinte cédigo de cores: Carbono —
cinzento; Azoto — azul; Oxigénio — vermelho; Foésforo — laranja; Enxofre — amarelo; Ferro — castanho;
Molibdénio — azul-esverdeado. Esta figura foi preparada utilizando o programa PyMOL.

O cofactor pterinico trata-se de um MCD situado na interface dos dominios Mol e Mo2. A
estrutura deste cofactor s6 foi conseguida com a resolucdo da primeira estrutura tridimensional
da DgAOR.* Este apresenta um anel de pterina fundido com um anel de pirano com dois
grupos tiolato a partir dos quais este se liga ao molibdénio, assim como uma citidina difosfato
ligada ao anel de pirano (Figura 1.1 — R = citidina monofosfato). Na sua forma oxidada, o
molibdénio estd coordenado pelo grupo ditioleno da pterina, dois grupos oxo e um grupo l&bil
OH/OH,, formando uma pirdmide quadrangular, de acordo com a Figura 1.5. A estrutura a 1,28
A permitiu esclarecer com maior rigor a esfera de coordenacdo do molibdénio e respectivas
distancias entre o metal e os ligandos, através da analise da densidade electronica e das
distancias entre os ligandos e o molibdénio.** Enquanto os oxigénios dos grupos oxo se
encontram a cerca de 1,6-1,8 A do Mo, o ligando labil OH/OH2 encontra-se a cerca de 2-2,2 A
de distancia, o que corresponde a uma ligagdo simples.
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Figura 1.5. Representaces tridimensional (a esquerda) e esquematica (a direita) do cofactor pterinico. S7
e S8 — grupo ditioleno da pterina; OM1 — ligando oxo apical; OR1 — ligando oxo equatorial; OM2/OH, —
ligando labil OH/OH,. Cédigo de cores: Carbono — ciano; Azoto — azul; Oxigénio — vermelho; Fosforo —
laranja; Enxofre — amarelo; Molibdénio — azul-esverdeado. O programa PyMOL foi utilizado na
preparacdo desta figura.

Na tentativa de estabelecer qual o ligando essencial para a actividade catalitica da DgAOR,

Huber et al. *

aplicou o protocolo de ressulfuragdo descrito anteriormente para a XO, ap6s o
qual h4 uma recuperagéo de actividade por parte desta enzima.>* Huber incubou a DgAOR com
ido sulfureto e sulfito de sddio e cristalizou a proteina. Na estrutura resultante foi possivel
observar uma substituicdo do grupo oxo apical por um atomo de enxofre, indicando que este
podera ser essencial para a actividade da enzima.** No entanto, estudos cinéticos efectuados
mais tarde por Santos-Silva et al. revelaram que a enzima apresenta actividade na sua forma néao

sulfurada, provando que, ao contrario da XO, esta ndo necessita do enxofre para ter actividade.*®

Muito perto do centro activo, a cerca de 3,5 A do atomo de molibdénio, encontra-se um
glutamato (GIu869), o qual é conservado nas enzimas da familia da X0O.?"*" Este pensa-se estar
envolvido no mecanismo de reacgdo das enzimas desta familia. Entre todos os ligandos do
molibdénio, o que se encontra mais acessivel é o OH/OH,, que se encontra no final do canal
hidrofébico pelo qual acedem os substratos. Na vizinhanga do Glu869 e deste ligando também

se encontra uma cadeia de trés moléculas de 4gua conservadas, as quais participam na reacgdo.*

Existem varios mecanismos propostos para a reac¢do catalisada pela DGAOR. O mecanismo
mais aceite consiste num ataque nucleofilico ao carbono da funcdo aldeido do substrato pelo
grupo labil OH/OH, presente no centro activo (Figura 1.6). O glutamato 869 presente na
vizinhanga actua como uma base para o protdo do grupo l&bil, aumentando o seu carécter
nucleofilico. Este ataca o carbono do grupo carbonilo do substrato originando o acido
carboxilico, o qual se mantém ligado ao molibdénio. Ao mesmo tempo da-se a transferéncia do
hidreto do aldeido para o ligando oxo/sulfureto equatorial do molibdénio. De seguida, o produto
é libertado, 0 que se pensa ser facilitado pela ligacdo transiente do Glu869 ao molibdénio para

manter a sua esfera de coordenacdo. O centro activo é finalmente regenerado pela ligacdo de
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uma molécula de 4gua, da cadeia de aguas conservadas que € possivel observar na estrutura

cristalografica da enzima.?

| _sHioH

/.__\
\
/>
(D/__—\UJ
\_/
s=o

I’O/)\%)
PR
py)

o
)

/_.\
——t0)
\

o
H o
O' /H OH /
o (o]
\ \
H H Glu869
o) e}

Glu869 Glu869

Figura 1.6. Representacio esqueméatica do mecanismo de reacgdo proposto para a DgAOR.?

1.1.5.3. Cadeia de transferéncia electronica

Ap0s a oxidagdo dos substratos ao nivel do molibdénio, este é reduzido passando do estado de
oxidag&o VI para o estado de oxidagéo IV. O centro Fe-Syoximal €ncontra-se a 15 A de distancia
de 4tomo de molibdénio e a 5.2 A do grupo amina exociclico da parte pterinica do cofactor. Este
grupo também se encontra a distancia de ligacdo de hidrogénio com a cisteina 139, a qual
coordena um dos atomos de Fe do centro Fe-Syoxima. OS electrfes resultantes da reacgdo sao
transferidos do molibdénio para este centro através do sistema parcialmente conjugado dos anéis
da pterina. A 12.2 A de distancia deste centro, encontra-se 0 centro Fe-Sgiga, 0 qual estd mais
exposto a superficie da proteina. Os electres sdo transferidos para este centro mediados pelos
aminoacidos da proteina. Neste ponto os electrdes estdo disponiveis para serem transferidos
para um aceitador electronico fisiolégico desconhecido, no caso da DJAOR. Em MFEs como a
XO os electrdes sdo posteriormente transferidos para o cofactor flavinico. Devido a grande
semelhanca entre a DgAOR e estas proteinas, pensa-se que o aceitador final dos electrdes

podera ser uma flavoproteina.”*%

1.1.5.4. Inibicao do centro activo

Nas estruturas cristalograficas da DgAOR *-*

encontra-se uma molécula de isopropanol muito
préxima do seu centro activo. Esta molécula é um conhecido inibidor da enzima, assim como a
maioria dos alcoois,”* e encontra-se nestas estruturas pois faz parte da solugdo de cristalizacio
utilizada para a obtencdo destes cristais. Utilizando um tampdo de estabilizacdo sem
isopropanol, é possivel retirar esta molécula do centro activo.** O local de ligagdo deste

inibidor foi proposto como sendo o local de ligagdo dos substratos ao centro activo. Na posicédo

11
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do grupo hidroxilo do alcool é esperado gque esteja o0 grupo carbonilo do aldeido, em contacto
préximo com o grupo labil OH/OH, do centro activo. Os grupos metilo do isopropanol
estabelecem contactos hidrofébicos com os aminoécidos Phe425, Tyr535, Leud497 e Leu626,
localizados no final do canal de entrada para o centro activo. Aqui € esperado que seja
estabilizada a parte hidrofdbica dos aldeidos catalisados pela DgAOR.*

Para além da estrutura com isopropanol, varios estudos foram feitos sobre a interaccdo da
DgAOR com vérios inibidores. Em 2004 foi obtida a estrutura cristalografica desta enzima
inibida com arsenito.*® Este encontra-se ligado ao 4tomo de molibdénio através de um dos
atomos de oxigénio, substituindo o ligando l&bil do centro activo (Figura 1.7A). Estes resultados
foram confirmados mais tarde por cristalografia de raios-X e espectroscopia de Ressonancia
Paramagnética Electronica (RPE).*” Ensaios cinéticos da proteina inibida com arsenito seguidos

de um passo de diélise revelaram que esta se trata de uma inibicao irreversivel.®

A B C
Forma inibida com arsenito Forma inibida com etilenoglicol Forma inibida com glicerol
* OH
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Figura 1.7. Representacdo esquematica do centro activo da DgAOR inibido com trés compostos: A —
arsenito; B — etilenoglicol; C — glicerol >

Estruturas cristalograficas da DgAOR inibida com etilenoglicol e glicerol também foram
obtidas por Santos-Silva et al.*®* Estas moléculas aparecem numa posicdo semelhante & do
arsenito nas estruturas supracitadas, substituindo o ligando labil OH/OH, e coordenando
directamente o molibdénio. No caso da estrutura com etilenoglicol, este encontra-se coordenado
ao molibdénio por um dos &tomos de carbono a uma distancia de 2,36 A (Figura 1.7B). Um dos
grupos hidroxilo estd & distancia de ligagdo de hidrogénio do grupo carboxilico do Glu869
conservado que se encontra perto do centro activo. Em relagdo a estrutura com glicerol observa-
se uma coordenagdo ao molibdénio pelo grupo hidroxilo que se encontra ligado ao carbono C2
(Figura 1.7C). Tal como o etilenoglicol, este também se encontra estabilizado na sua posicao
através de uma ligacéo de hidrogénio com o grupo hidroxilo do Glu869. Apesar de ambos estes
alcoois se encontrarem na primeira esfera de coordenacdo do molibdénio, estudos cinéticos
revelaram que, tal como o isopropanol, estes s&o inibidores competitivos e reversiveis desta

enzima.®
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Apesar destas estruturas com diferentes inibidores no centro activo da enzima serem
importantes no esclarecimento do seu mecanismo de reaccdo, no que toca a sua posicao e
orientacdo em relacdo ao molibdénio e aminoécidos envolventes, estruturas de alta resolucdo

com substratos ou moléculas analogas sao necessarias.

1.2. Tripsina

1.2.1. Proteases

Uma protease € uma enzima que catalisa a hidrolise de ligacdes peptidicas de proteinas. A
clivagem de ligagdes peptidicas é essencial para o turnover de proteinas. As proteinas que ja
cumpriram a sua fungdo necessitam de ser degradadas rapidamente, ndo s6 por motivos de
regulacdo de determinado caminho metabdlico onde esta esteja envolvida, mas também para
reciclar aminoacidos necessarios para a sintese de novas proteinas. Para além do mais, proteinas
ingeridas na dieta de animais também tém de ser clivadas em aminoacidos ou pequenos
péptidos, de modo a serem absorvidas no sistema digestivo. Na Figura 1.8 encontra-se a reacgdo
global da hidrolise de uma ligagdo peptidica por adi¢cdo de uma molécula de &gua, a qual, apesar

de ser termodinamicamente favoravel, apresenta uma cinética muito lenta na auséncia de um

catalisador.®*
R, /O
\
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Figura 1.8. Representacdo esquematica da reacgdo geral das proteases: hidrdlise catalitica de uma ligacéo
peptidica.

A descoberta que as proteases podem também apresentar uma alta especificidade, clivando as
proteinas-alvo com grande precisdo, veio dar uma maior dimensdo ao seu estudo. Estas
asseguram em muitos casos que as proteinas sintetizadas assumam o seu folding correcto, o que
é fundamental para o desempenho da sua funcdo. Por estes motivos, diferentes proteases estdo
envolvidas em mdaltiplos processos biolégicos como, por exemplo, o ciclo celular, a
diferenciacdo de células, o crescimento neuronal, o sistema imunitéario, a fibrindlise ou a
apoptose, encontrando-se muitas vezes associadas as mais diversas patologias. S&o, por isso,
alvo de numerosos estudos farmacoldgicos envolvendo interacces proteina-inibidor. Alguns
exemplos destas patologias sdo o cancro, a artrite, a progeria, assim como doencas

neurodegenerativas e cardiovasculares.**
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Este grupo de enzimas representa cerca de 2% do proteoma humano, com mais de 550 proteinas
em aproximadamente 30 000 no total e sdo agrupadas em seis classes diferentes, consoante a
composicdo dos seus centros activos: proteases de serina (p.e. quimotripsina, tripsina e
subtilisina), proteases de treonina (p.e. subunidades cataliticas do proteassoma), proteases de
cisteina (p.e. caspases e papaina), proteases de acido aspartico (p.e. pepsina e protease do HIV),
proteases de acido glutamico (p.e. aspergilopepsina IlI) e metaloproteases (p.e. colagenases e

aminopeptidases).***

1.2.2. Proteases de serina

As proteases de serina constituem cerca de um terco das proteases. Podem ser encontradas em
virus, bactérias e eucariotas e a origem do seu nome deve-se a presenca de trés residuos Asp—
His—Ser no seu centro activo. Entre os trés residuos, a serina é o agente nucledfilo que apresenta
um papel muito importante na actividade catalitica. Estes residuos sdo conhecidos como a
“triade catalitica” das proteases de serina. Contemplando as enzimas desta classe, ¢ possivel
identificar diferentes motivos estruturais globais que permitem agrupa-las em clds com
caminhos evolutivos distintos. Consoante o autor e a data de publicacdo, diferentes nimeros de
clé@s foram identificados, sendo que na base de dados MEROPS (http://merops.sanger.ac.uk/)
estas encontram-se actualmente distribuidas entre quinze clas. Os cl&s representados em maior
quantidade sdo caracterizados pelas familias das enzimas quimotripsina, subtilisina,
carboxipeptidase Y e peptidase Clp, as quais utilizam a triade catalitica Asp-His-Ser no centro
activo. O facto de quatro grandes familias com caminhos evolutivos diferentes apresentarem a

mesma maquinaria catalitica demonstra a sua eficacia.*®**’

As proteases da familia da quimotripsina (familia S01) sdo as mais numerosas e possivelmente
as mais estudadas. Actualmente (18 de Setembro de 2012) existem 3203 estruturas de proteases
de serina depositadas no Protein Data Bank (PDB — http:// www.rcsb.org/), sendo que 0s
membros mais representados pertencem a familia SO1 (trombina com 700 estruturas, tripsina
com 510, factor de coagulacdo Xa com 251 e quimotripsina com 146). As proteinas desta
familia estdo envolvidas em processos biolégicos como a digestdo, a transdugdo de sinal, a
apoptose, a reproducdo e a resposta imunitaria. Para além disso, cascatas de activacdo
sequencial de diferentes proteases de serina sdo responsaveis pela coagulacdo do sangue e

fibrinolise.”
1.2.3. Tripsina de Bos taurus

Neste trabalho é estudada a interaccdo da tripsina de pancreas bovino (Bos taurus) com varios

compostos. A tripsina é uma protease de serina pertencente a familia SO1 e € um homologo da
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quimotripsina, com uma estrutura global idéntica e cerca de 40% de homologia de sequéncia.
Ambas as enzimas — assim como a elastase, uma protease da mesma familia — sdo produzidas no
pancreas, tratando-se de enzimas digestivas.®® No entanto, as trés enzimas apresentam
especificidades diferentes para os seus substratos. Enquanto a quimotripsina é especifica para
residuos aromaticos, a tripsina cliva as proteinas do lado do carbono carbonilo de residuos de
arginina e lisina, os quais apresentam uma cadeia lateral longa e carregada positivamente. Por
sua vez, a elastase é especifica para residuos neutros e com cadeias laterais curtas como a
alanina, glicina e valina.”**® No centro activo esta apresenta a triade catalitica Ser195, His57 e
Aspl02, de acordo com o sistema de numeracdo da quimotripsina, o qual é utilizado como
referéncia para comparar as proteinas desta familia.>** A sequéncia peptidica da tripsina

encontra-se em anexo (Anexo 7.2).

A tripsina tem um peso molecular de 23,3 kDa e é constituida por uma cadeia Unica de 223
residuos. Esta € inicialmente produzida no péancreas na forma de um zimogénio, ou seja, um
precursor inactivo da enzima. O tripsinogénio é excretado para o duodeno, onde é clivado na
ligacdo Lys15-llel6 pela enteropeptidase, uma protease de serina segregada pela mucosa
intestinal com especificidade muito semelhante a tripsina. Assim que algumas moléculas de
tripsinogénio séo clivadas, produz-se tripsina activa que, por sua vez, assume a funcédo de clivar
as restantes moléculas de tripsinogénio, considerando-se por isSO como uma enzima
autocatalitica. Por sua vez a tripsina também € responsavel pela activacdo dos zimogénios das
outras enzimas pancreaticas digestivas. A expressdo de tripsina é regulada desta forma de modo
a evitar a degradacdo dos tecidos onde esta é produzida. De facto, a pancreatite aguda é

consequéncia da activacao prematura das enzimas digestivas produzidas no pancreas.****>*

Duas isoformas anidnicas do tripsinogénio foram isoladas a partir de suco pancreético em 1969

por Figarella et al. *°

e foram denominadas por tripsinogénio 1 e 2. A isoforma predominante é o
tripsinogénio 1 que se encontra presente numa quantidade cerca de 2 vezes superior. Devido a
diferentes nomenclaturas utilizadas na literatura, vai ser utilizada a nomenclatura definida por
Rinderknecht et al.,*® onde o tripsinogénio 1 é considerado catidnico (por ser 0 menos anionico
dos dois) e o tripsinogénio 2 é considerado anidnico. Comparando a forma activa dos dois
tripsinogénios, a tripsina catidnica é autoactivada mais rapidamente e é mais resistente a
autolise, sendo por isso predominante. Mais tarde foi também descoberto uma terceira variante
denominada por mesotripsinogénio, o qual € expresso em muito baixas quantidades. Este é
resistente aos inibidores naturais da tripsina produzidos pelo préprio organismo, podendo ter a
funcdo de os degradar assim como activar os tripsinogénios mesmo na presenca de inibidor em
excesso. Caso seja activada prematuramente no pancreas esta aumenta o risco de

pancreatite.>*%*’
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A tripsina cationica é a mais abundante in vivo, sendo por isso 0 objecto de estudo deste
trabalho. A sua primeira estrutura cristalografica foi resolvida por Stroud et al. em 1971, pouco
tempo depois de Blow ter resolvido a estrutura da quimotripsina, a primeira das proteases de
serina.”®*® Os cristais de tripsina podem apresentar varias formas cristalinas e grupos espaciais,

sendo que a forma ortorrdmbica com um grupo espacial P2,2;2; € a mais comum.
1.2.3.1. Descricao da estrutura

A tripsina é constituida por uma cadeia peptidica Unica e a sua estrutura terciaria € mantida por
seis pontes de dissulfureto. Esta enzima apresenta uma estrutura caracteristica das enzimas da
familia SO1 com uma forma globular e a presenca de dois barris-p constituidos por folhas-f3
antiparalelas, estando o centro activo localizado entre eles. No interior destes barris encontram-

se aminoacidos hidrofébicos. E possivel observar a sua estrutura tridimensional na Figura
1.9 45,50,60

Figura 1.9. Representacdo da estrutura tridimensional da tripsina de Bos taurus (Cddigo PDB: 1S0Q). A
amarelo estdo representados os motivos de hélice-a da sua estrutura secundaria, a vermelho os motivos de
folha-B e a ciano os loops. Esta figura foi preparada utilizando o programa PyMOL.

No dominio catalitico encontram-se os trés residuos que constituem a triade catalitica, Ser195,
His57 e Aspl102. Nesta regido a enzima apresenta uma fenda na qual se ligam os substratos,
sendo que a serina catalitica, Ser195, se encontra de um lado e a His57 e o Asp102 do outro,
fazendo uma rede de ligagdes de hidrogénio entre si e com alguns residuos vizinhos (Figura
1.10). Aqui, a His57 assume um tautdbmero menos favoravel, mas essencial para 0 mecanismo

da reaccdo catalitica. Ambos os atomos de azoto da His57 formam liga¢es de hidrogénio, um
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com a Ser195 e outro com 0 Aspl102. Pensa-se que as ligacdes de hidrogénio entre o0 Asp102 e a
Ser214 e os grupos amina das cadeias principais da Ala56 e His57 estejam relacionadas com o
posicionamento correcto deste residuo no centro activo. Observa-se também uma ligacdo de
hidrogénio entre um C-H do anel da His57 e o oxigénio carboxilo da cadeia principal da
Ser214, a qual poderd desempenhar um papel de distribuicdo da carga positiva que de outro
modo ficaria acumulada no anel imidazélico.®* Esta rede de ligagdes de hidrogénio é encontrada
ndo sO nas enzimas desta familia mas também noutras familias, como a da subtilisina, o que
evidencia a sua importancia. Perto da Ser195 encontra-se o oxyanion hole, o qual é constituido
pelos grupos amina das cadeias principais da Gly193 e da Serl95 e tem como fungéo a
formacdo de um local carregado positivamente que vai estabilizar o oxianido negativo do

intermediério tetraédrico da reaccéo.”

Figura 1.10. Estrutura tridimensional do centro activo da tripsina, evidenciando a triade catalitica (Serina
195, Histidina 57 e Aspartato 102). A tracejado estdo representadas as ligages de hidrogénio entre as
cadeias laterais deste residuos. Codigo de cores: Carbono — ciano; Azoto — azul; Oxigénio — vermelho.
Esta figura foi preparada utilizando o programa PyMOL.

Na regido adjacente ao centro activo encontra-se o dominio de reconhecimento e liga¢do do
substrato. O residuo com maior importancia na ligacdo de substratos é o Aspl189, o qual se
localiza no fundo do sitio de ligagdo do substrato. Este estabiliza, no caso da tripsina, as cadeias
laterais dos residuos no local de corte, a lisina e a arginina, ambas carregadas positivamente. No
caso da quimotripsina este residuo é substituido por uma serina de modo a acomodar as cadeias
mais volumosas dos aminoacidos aromaticos. No caso da elastase, as glicinas 216 e 226 sao

substituidas por uma treonina e uma valina que bloqueiam este local de ligacdo para
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aminoacidos com cadeias laterais longas (Figura 1.11). No entanto, estudos de mutagénese
foram realizados onde o Asp189 foi substituido por uma serina verificando-se que a enzima ndo
ganhou a especificidade da quimotripsina, mas sim tornou-se numa protease ndo especifica.
Apenas mutando os residuos de dois loops superficiais (residuos 185-188 e 221-225) para 0s
correspondentes da quimotripsina se conseguiu converter a especificidade da enzima para a da
quimotripsina, o que indica que ha mais residuos envolvidos no reconhecimento e
posicionamento do substrato.>® Outras interaccdes por ligacdes de hidrogénio foram estudadas
entre 0s residuos da tripsina e os aminodcidos adjacentes a ligacdo cindivel do substrato, as
quais n&o serdo aqui detalhados.*

Ligagio cindivel Ligagio cindivel

Ligagiio cindivel
'\ll‘\ « s a\a

\
~a Phe g— \
Lys < | \C" Ala / -~
<’ ’ AN _‘ % 4
[ Gly \ | | ¢ ily —#—¢ Thr 216
1 | 216 " 216
Gly b __ Glyy N |/ 7al 296 G-
226\ P 226 | Val 226 5
Asp 189 Ser 189
Tripsina Quimiotripsina Elastase

Figura 1.11. Representagio esquematica do dominio de reconhecimento do substrato para as enzimas
tripsina (& esquerda), quimotripsina (a0 meio) e elastase (a direita). Adaptado de Voet et al. 2008.%°

Outro dominio importante nestas enzimas é o dominio de activacdo do zimogénio. Este foi
descrito inicialmente por Huber por comparacéo das estruturas cristalograficas da tripsina e do
tripsinogénio. Observando as altera¢bes conformacionais entre as duas estruturas este dominio
foi definido pelos residuos 16-19, 142-152, 184-193 e 216-223. Esta regido inclui o oxyanion
hole e algumas partes do local de ligacdo do substrato. Por este motivo e por se encontrar
deformada no zimogénio este ndo apresenta actividade catalitica. Quando o péptido de activacao
é clivado, a llel6 é libertada e forma uma ponte salina com o Aspl94, assim como varias
ligacBes de hidrogénio com outros residuos do dominio de activagdo, provocando uma alteragdo

conformacional desta regi&o e ordenando a regido do centro activo.**®

1.2.3.2. Mecanismo da reaccao

De modo a hidrolisar uma ligacdo peptidica é necessario quebrar uma ligacdo amida, a qual é
muito estavel, devido ao seu caracter parcial de ligacdo dupla, obtido pela doacéo electrénica do

azoto da amida para o grupo carbonilo (Figura 1.12).%
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R, 0 R,

Figura 1.12. Representacdo esquematica do caracter parcial de ligacdo dupla de uma ligacéo peptidica.

A triade catalitica e as suas interac¢des fazem com que a Serl95 seja altamente reactiva. A
His57 posiciona a serina catalitica e polariza o seu grupo hidroxilo, actuando como uma base e
tornando a serina num nucleéfilo muito forte. Deste modo, a serina ataca o carbono do carbonilo
do substrato, formando um intermediario tetragonal, estabilizado pelos grupos amina dos
residuos que formam o oxyanion hole. A His57 protonada € estabilizada pela ligacdo de
hidrogénio ao Asp102. O ataque da serina enfraquece a ligagdo amida do substrato e a His57-H"
actua como um &cido que doa um protdo ao grupo amina de saida, ocorrendo assim uma reacgao
de eliminacéo e formacéo da acil-enzima. De seguida, a His57 actua novamente como uma base
tornando uma molécula de agua num nucleofilo que ataca o carbono carbonilo que se encontra
ligado a Ser195, formando-se um novo intermediario tetragonal. Este colapsa novamente
assistido pela His57 que doa um protéo a Ser195 ocorrendo expulsédo do acido carboxilico. Estes

passos encontram-se resumidos na Figura 1.13.%845°062

intermediario . . intermediario
P acil-enzima .
Ser195 tetraédrico tetraédrico
r Gly193
TN T P
N N N N~
H.‘ A N H H H
% Py R'NH) 7
— (— ' — ' C
R- C—NHR R \__l\lHR { R
195 | _) — 0 E— k ot -—
H.) _@ H

57 -—[§
102 _gé‘

Figura 1.13. Representacdo esquematica do mecanismo de reaccdo da tripsina. Adaptado de Hedstrom
2002.%

1.2.3.3. Inibidores da tripsina
Como descrito anteriormente, as proteases de serina desta familia apresentam papéis
importantes em varios processos bioldgicos e, consequentemente, em varias patologias. Por este

motivo a sua regulagdo tem sido muito aprofundada, existindo muitos estudos farmacoldgicos a

este nivel.

O organismo regula estas enzimas através da utilizacdo de inibidores complexos produzidos por

diversos tecidos. O melhor exemplo destes inibidores é uma classe de proteinas denominadas
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serpinas (do inglés Serpin — Serine protease inhibitor). A sua funcdo principal é controlar a
protedlise nos diversos tecidos e caminhos metabolicos, mas podem também ter outras funcdes,
servindo como chaperonas, transportadoras de hormonas ou factores antiangiogénicos.®® Estas
ligam-se ao centro activo das proteases, pois possuem uma estrutura semelhante aos substratos
respectivos de cada enzima, o que leva a uma clivagem da serpina por parte da protease. Este
corte poderd levar a formagdo de uma ligacdo covalente entre a protease e a serpina ou a
alteragBes conformacionais do complexo, inactivando a protease.* Um exemplo muito estudado
¢ a aprotinina, ou inibidor basico pancreéatico de tripsina (BPTI, do inglés basic pancreatic
trypsin inhibitor), o qual apresenta um mecanismo de chave-fechadura, ligando-se fortemente a
tripsina através de uma extensa rede de ligacOes de hidrogénio. Esta proteina é encontrada no
pancreas e tem a funcdo de inibir varias proteases de modo a que estas ndo exercam a sua
fungdo até serem excretadas. O estudo deste complexo por cristalografia de raios-X permitiu

obter informacdes preciosas sobre 0 mecanismo de accdo destas enzimas.*®

Quando ha uma falha no controlo de proteases por parte do organismo, estas podem ter um
efeito devastador nos tecidos. Numerosos estudos cristalograficos foram efectuados com
proteases de serina e moléculas organicas inibidoras, sendo as proteinas mais estudadas a
trombina e a tripsina, devido a sua importancia fisioldgica e facilidade na cristalizacdo. Como as
enzimas dos varios clds tém centros activos semelhantes, muitas vezes utilizam-se proteinas
modelo como a tripsina de modo a estudar a orientacdo e interacgdes de moléculas inibidoras

antes de se cristalizar a proteina em estudo.

Uma familia de inibidores muito estudada para estas proteases é composta por acidos boroénicos.
Estes podem ser inibidores muito potentes, dependendo da sua estrutura. Foi demonstrado por
N-RMN que compostos analogos aos substratos desta familia de enzimas ligam-se
covalentemente a serina catalitica pelo atomo de boro, estabelecendo ligagfes de hidrogénio
entre um dos atomos de azoto da His57 e o protdo de um dos grupos hidroxilo do inibidor
(Figura 1.14).5%

is57
//,/0 (Ser195
c
AsplO2— \O--"H—Nm\q-yﬂa’il? ...T J'H
HO— B—OH
||a “H

Figura 1.14. Representacéo esquematica da interaccdo entre os 4cidos boronicos e a triade catalitica das
enzimas da familia da tripsina. Adaptado de Tsilikounas et al 1992.%
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Relativamente a porcdo das moléculas que lhes confere especificidade, estudos foram feitos
onde se determinou que moléculas do tipo piridinil guanidina s&o inibidores potentes da
urocinase, uma proteina semelhante & tripsina de elevada importdncia em processos
cancerigenos.® " Estudos cristalograficos foram realizados onde se analisa a interaccdo de
varios compostos semelhantes, observando-se a interaccdo dos seus grupos amina com o0
Aspl89 da enzima, salientando a sua importdncia no reconhecimento de substratos
especificos.”" A adigdo de um grupo sulfonamida a estes compostos mostrou um aumento na sua

poténcia inibitdria e selectividade para a urocinase.”

1.2.4. Urocinase

Devido a necessidade de se inibir especificamente uma determinada protease, € muitas vezes
necessario testar a especificidade dos compostos em estudo com outras proteases de serina, de
modo a assegurar que apenas a protease alvo é inibida. Neste trabalho sdo testados varios

compostos, desenhados para inibir a urocinase, em complexo com a tripsina.

A urocinase, também conhecida por Activador do Plasminogénio tipo urocinase (UPA, do inglés
urokinase-type Plasminogen Activator), é uma enzima que em conjunto com o Sseu receptor
(UPAR) tem a funcéo de clivar o zimogeénio da protease plasmina. Esta é uma protease agressiva
gue degrada muitas proteinas do plasma sanguineo e esta envolvida na fibrindlise. Niveis
elevados de expressdo da urocinase estdo associados a processos como o crescimento tumoral,
migracdo celular, metastase e angiogénese e, consequentemente, a doengas como 0 cancro, a
esclerose multipla e a artrite. Por este motivo esta enzima é um alvo muito atractivo neste
campo de investigacdo.”"® A cristalografia de proteinas pode ser uma mais-valia para a
determinagdo da estrutura de complexos enzima-inibidor e esclarecer o seu modo de acc¢do, bem

como permitir o desenvolvimento de novos compostos, mais especificos e eficazes.

1.3. Cristalografia de Raios-X

A cristalografia de raios-X permite a obtencdo de uma estrutura tridimensional detalhada de
uma macromolécula através da interpretacdo da difraccdo de raios-X a partir de muitas
moléculas idénticas ordenadas num cristal. Utiliza-se este tipo de radiacdo, pois apresenta um
comprimento de onda compreendido entre os 0.1 e os 100 A no espectro electromagnético. Esta
gama de comprimentos de onda compreende também o comprimento da ligacdo atémica,
podendo por este motivo ser estudada a estrutura de moléculas a nivel atémico.”” Apesar de
existirem outras técnicas como a Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) e a Crio-Microscopia

Electronica (Crio-EM) que também o permitem, cada uma com as suas vantagens e
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desvantagens, a cristalografia de raios-X € considerada a técnica de exceléncia para a
determinagdo de estruturas tridimensionais de macromoléculas e é sem duvida a mais utilizada.
A 11 de Setembro de 2012 existem 74 250 estruturas cristalograficas de macromoléculas
depositadas na base de dados PDB, num total de 84 508 estruturas, correspondendo a cerca de
89% das estruturas depositadas (http://www.rcsb.org/).

Os raios-X foram inicialmente descobertos em 1895 por Wilhelm Rdntgen, no entanto a sua
natureza (particulas ou radiacdo electromagnética) foi objecto de numerosos debates até 1912
quando Max von Laue postulou que 0os &tomos numa matriz cristalina tém uma estrutura regular
e periddica, com distancias interatdmicas na ordem de 1 A, e que um cristal poderia ser usado
para difractar raios-X. Laue, em conjunto com Friedrich e Knipping fotografaram pela primeira
vez 0 padrdo de difraccdo de um cristal de CuSO4-5H,0 e provaram assim que: (1) os raios-X
sdo radiacdo electromagnética, (2) a rede atdbmica de um cristal é periédica e (3) a distancia
interatdbmica de um cristal é da mesma ordem de grandeza dos raios-X, podendo estes ser
utilizados para estudar moléculas a nivel atomico. Deste modo nasceu a cristalografia de raios-
X. Apo6s esta descoberta, W. H. Bragg e o seu filho W. L. Bragg fizeram numerosas
experiéncias de modo a estudar as caracteristicas da radiacdo de raios-X, assim como as
caracteristicas das redes cristalinas. Destes estudos originaram as primeiras estruturas de
moléculas pequenas (NaCl, KCI, KBr e KI) por W. L. Bragg. Nos anos seguintes, muitas
estruturas de sais e minerais foram resolvidas utilizando este método. A aplicacéo de raios-X a
moléculas bioldgicas comegou com Dorothy Hodgkin que resolveu as estruturas do colesterol
(1937), da vitamina B12 (1945) e da penicilina (1954). Em 1958 foi resolvida a primeira

estrutura de uma proteina, a mioglobina de cachalote por John Kendrew e Max Perutz.”

Nas Gltimas duas décadas a quantidade de estruturas resolvidas por cristalografia de raios-X
aumentou exponencialmente, devido ao desenvolvimento de algoritmos e software informético
que vieram automatizar a resolucdo de estruturas, assim como a utilizacdo de radiacdo de

Sincrotrdo que veio permitir a obtencéo de padrdes de difraccdo de maior qualidade.

De modo a se conseguir obter a estrutura tridimensional de uma proteina é necessario passar por
varias etapas, podendo cada uma delas ser determinante no sucesso de um estudo
cristalogréfico. Estas sdo a expressdo e purificacdo de uma proteina, a cristalizagdo, a
experiéncia de difracgdo de raios-X, a resolucdo da estrutura e, finalmente, o refinamento e

validacéo da estrutura (Figura 1.15).
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Figura 1.15. Representacdo esquematica dos principais passos necessarios para a obtencdo de uma
estrutura tridimensional por cristalografia de raios-X.
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1.3.1. Cristalizaciao de proteinas

A obtencdo de cristais de proteina de qualidade é muitas vezes considerada o passo mais dificil
na resolucdo de uma estrutura cristalografica. Inicialmente é preciso expressar/isolar e purificar

a proteina em questdo, sendo muitas vezes crucial a sua pureza e concentracdo em solucao.

Um cristal de proteina é um sdélido, cuja caracteristica fundamental é a sua estrutura interna
tridimensionalmente ordenada e periddica. Ao entrarem no estado cristalino, as moléculas
adoptam uma, ou algumas orientacdes especificas e formam uma rede cristalina, que é mantida
por interaccbes ndo covalentes, nomeadamente pontes de hidrogénio entre os residuos

superficiais de proteinas vizinhas mediadas por moléculas de solvente.””"

Esta rede cristalina forma-se quando as moléculas de proteina entram lentamente num estado
supersaturado e agregam de uma maneira ordenada. Este processo ocorre quando se adiciona, a
uma solugdo de proteina pura, uma solu¢cdo que contém um agente precipitante numa
concentragdo abaixo da necessaria para a precipitacdo da proteina. De seguida, moléculas de
agua sdo retiradas por evaporacdo controlada até se atingir um equilibrio, concentrando
gradualmente o agente precipitante e conduzindo a precipitacdo da proteina. Os agentes
precipitantes podem ser sais, como o sulfato de amonio, levando a precipitagdo da proteina pelo
processo de “salting out” ou compostos organicos, como o polietilenoglicol (PEG), que
interagem com os residuos hidrofébicos da proteina, causando por vezes desnaturagdo da
mesma. O PEG é muito usado, pois este é um forte precipitante mas um fraco

desnaturante.’”"®8!

O método de cristalizagdo mais utilizado é a difusdo de vapor. Este permite a evaporagdo
controlada referida anteriormente, na qual uma gota resultante da mistura de uma solugdo de
proteina e uma solugdo de precipitante (podendo-se utilizar diferentes proporgdes) é colocada
num ambiente controlado (reservatdrio selado com uma lamela). No reservatério coloca-se uma
quantidade elevada de solucdo precipitante. Deste modo a solucao precipitante est mais diluida
na gota, originando a evaporacao de moléculas de agua até se atingir um equilibrio, reduzindo o
volume da gota e levando & precipitagdo controlada da proteina.”*®? Dois exemplos deste
método sdo as técnicas de gota suspensa e gota assente. Na técnica de gota suspensa a gota é
colocada na lamela utilizada para selar o reservatério, enquanto na técnica de gota assente esta é

colocada numa microponte presente dentro do reservatorio (Figura 1.16).
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Figura 1.16. Representacdo esquematica das técnicas de gota suspensa (a esquerda) e gota assente (a

direita).

O processo de cristalizagdo pode ser explicado utilizando um diagrama de fases da cristalizagdo

(Figura 1.17). Este estd dividido em duas grandes zonas: a zona ndo saturada e a zona

supersaturada (onde ocorre cristalizacdo). A zona supersaturada encontra-se subdividida em trés

zonas: a zona metaestavel, a zona labil e a zona precipitante. Para que ocorra cristalizagdo tem

que haver inicialmente nucleagdo. Esta ocorre na zona labil e corresponde a formacéo de

pequenos nucleos de proteina que se agrupa inicialmente, definindo a partida a estrutura do

cristal. Apos a fase de nucleacdo, a concentragdo de proteina diminui e ocorre a fase de

Concentracao de Proteina

< Zona Supersaturada >

Zona
Metaestavel

Zona Precipitante

Zona
Nao Saturada

Concentragao de Precipitante

Figura 1.17. Diagrama de fases da cristalizacdo. Adaptado de http://www.p212121.com/2009/11/15/the-
phase-diagram-in-protein-crystallization/.
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crescimento do cristal, na zona labil ou metaestavel de supersaturacdo. Nesta fase as moléculas
de proteina precipitam lentamente e sdo adicionadas, numa maneira ordenada, aos nucleos
anteriormente formados provocando um aumento de volume destes e originando um cristal de
proteina. Na zona precipitante ndo ocorre cristalizagdo pois a proteina precipita muito

rapidamente, levando a formacéo de um sélido amorfo e néo cristalino.®*®

Existem varios factores que podem influenciar a cristalizacdo de proteinas, tanto ao nivel da
obtencdo ou ndo de cristais como ao nivel da qualidade dos mesmos, sendo 0s mais importantes
a pureza e concentracdo da proteina, a natureza e a concentragdo do agente precipitante, a
temperatura, o pH e a forga ionica. De forma a determinar as condicdes de cristalizacdo de uma
proteina podem ser realizados ensaios de screening que variam estas condi¢des. Outras opg¢des
incluem a adigcdo de aditivos que estabilizem a proteina, como cofactores da proteina ou
inibidores em alguns casos, a adicao de detergentes no caso de proteinas de membrana ou até a
remoc&o proteolitica de uma porgdo mais desordenada da proteina.’’

Depois de obtido o cristal, € necessario compreender qual a organizacdo das moléculas de
proteina dentro do mesmo, para se poder interpretar o seu padrdo de difraccdo. Ao volume mais
pequeno e mais simples que é representativo da totalidade do cristal da-se o nome de célula
unitaria. Por outras palavras, esta € a unidade a partir da qual, através de operagdes de
translacéo, é possivel gerar a totalidade de um cristal. Cada uma destas unidades esta envolvida
num ambiente idéntico rodeada pelas unidades vizinhas, e é a imagem tridimensional do seu
contetido o resultado que se obtém apds uma experiéncia de difrac¢do. A célula unitaria de um
cristal é caracterizada pelas constantes da célula: trés vectores (a, b, ¢) e trés angulos (o, B, v)
(Figura 1.18). E ainda possivel definir um volume mais pequeno que se repete dentro da célula
unitaria: a unidade assimétrica. Esta corresponde ao volume mais pequeno a partir do qual,

através de operagdes de simetria, é possivel gerar a célula unitéria (Figura 1.19).”"%

/
e/

Figura 1.18. Representacdo esquematica de uma célula unitaria e respectivas constantes (a, b, ¢ e a, f, y).
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Figura 1.19. Representacdo esquematica da relacdo entre a unidade assimétrica, a célula unitaria e a rede
cristalina. Adaptado de http://www.rcsb.org/pdb/101/static101.do?p=education_discussion/Looking-at-
Structures/bioassembly_tutorial.html.

Consoante as diferentes possibilidades de disposi¢do espacial das particulas nas faces e no
interior das células unitarias existem quatro tipos de célula unitaria (P, C, I, F). Quando estas
sdo combinadas com os sete sistemas cristalinos, resultantes das diferentes combinagdes das
constantes das células unitarias, é possivel criar 28 redes cristalinas. Na realidade, devido a
simetria das solucdes, existem apenas 14 configuracOes béasicas, formando-se todas as demais a
partir destas. Toda a simetria da rede cristalina é definida pelo seu grupo espacial. Se
considerarmos todas as operagdes de simetria possiveis, obtém-se 230 grupos espaciais. No
entanto, como as proteinas sdo moléculas quirais, ndo séo permitidas operag¢des do tipo plano do

espelho ou centros de inversdo, reduzindo o nimero de grupos espaciais para 65.%

No caso dos estudos de complexos proteina-ligando, é necessario obter cristais do mesmo e nédo
somente da proteina. Os dois métodos mais utilizados sdo a cocristalizagdo do complexo ou a
cristalizagdo da proteina seguida de soaking com o ligando. No primeiro método, a proteina e o
ligando sdo incubados por um determinado periodo de tempo e de seguida sdo efectuados os
ensaios de cristalizagdo. Este método € vantajoso em casos que a adigdo do ligando ndo interfira
ou até facilite a cristalizagdo da proteina (por exemplo, adi¢do de cofactores ou inibidores da
proteina). Muitas das vezes a remocdo de excesso de ligando é crucial para que ocorra
cristalizagdo. O método de soaking beneficia da existéncia de canais de solvente no cristal de
proteina originalmente formado, através dos quais ocorre difusdo do ligando e posterior ligacdo
a proteina. Este método é Gtil em casos onde a adicdo do ligando interfere com a cristalizacdo da

proteina (por exemplo, inducdo de alteragdes conformacionais que dificultem a cristalizacéo),
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ou guando € necessaria a medicdo do cristal pouco tempo depois da adi¢do do mesmo (por

exemplo, adicdo de substratos).®
1.3.2. Experiéncia de difraccio

Os raios-X s@o um tipo de radiacéo penetrante e podem ser difractados por electrdes. Quando os
raios passam por um atomo, apenas uma quantidade muito pequena é difractada, sendo que a
restante continua o seu percurso podendo ser difractada por outros atomos, ou atravessar a
totalidade do objecto sem ser difractada. Numa experiéncia de difraccdo estes raios sdo
normalmente capturados pelo beam stop, pois ndo nos dédo informacBes Uteis sobre a estrutura

da proteina.®

Na experiéncia de difracgédo faz-se incidir radiagdo de raios-X a um determinado comprimento
de onda (perto de 1 A, na maioria das experiéncias, podendo ser alterado em alguns casos) sobre
o cristal, montado num gonidémetro (Figura 1.20). O cristal difracta os raios-X com angulos
especificos, produzindo reflexdes que formam um padrdo de difraccdo. Utilizando o
goniémetro, o cristal é centrado no feixe, rodado em angulos muito pequenos e sdo disparados
varios pulsos de raios-X, recolhendo-se as imagens dos padrdes de difrac¢éo correspondentes a

cada rotacdo. A experiéncia pode ser feita & temperatura ambiente, mas por norma os cristais

N
cryostream ™. _
N, cristal 5

|
-

detector

feixe de raios-X J_L -

14

cabeca do

goniémetro ‘
beam stop

1
eixo de rotagao

Figura 1.20. Representacdo esquematica do arranjo experimental de uma experiéncia de difracgdo.
Adaptado de http://www.esrf.eu/UsersAndScience/Publications/Highlights/2003/Materials/MAT15/.
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sdo congelados em azoto liquido e a experiéncia é efectuada sob um feixe criogénico
(cryostream) a cerca de 100 K. E através da anélise dos padrées de difraccdo que se resolve a

estrutura tridimensional da molécula cristalizada.

Para se compreender a difraccdo dos raios-X e 0s padres que se obtém € necessario considerar
a estrutura interna de uma rede cristalina. Durante os seus estudos, W. L. Bragg mostrou que 0s
angulos com que emergem os feixes difractados por cristais podem ser analisados como se estes
fossem reflectidos por um conjunto de planos de atomos, paralelos e equivalentes, num

cristal.”"™

Os planos mais Obvios numa rede cristalina sdo aqueles determinados pelas faces das suas
células unitérias. Estes e todos os outros planos espacados regularmente que atravessem por
pontos equivalentes da rede cristalina podem ser caracterizados por um conjunto de trés
nameros, designados indices de Miller e representados por hkl. Cada conjunto de planos é

responsavel por uma reflexdo no padréo de difraccdo.”

Estes conjuntos de planos apresentam diferentes distancias interplanares. Esta distancia é
designada por dng. Segundo a Lei de Bragg, um conjunto de planos com indice hkl e distancia
interplanar dnq produz uma reflexdo quando raios-X de comprimento de onda A o atinge com

um angulo 0 e sdo reflectidos com o mesmo angulo, apenas se 0 satisfizer a condi¢do
Zdhk|SeIle =nki (2)

sendo que n € um namero inteiro. Por outras palavras, se 0s raios-X estiverem em fase, estes
interferem construtivamente e a Lei de Bragg aplica-se, originando uma reflexdo no padrdo de
difracgdo. Isto acontece quando a distancia adicional percorrida pela radiacdo entre dois planos
paralelos é igual a um nimero inteiro do seu comprimento de onda (Figura 1.21). Se por outro

lado os raios-X atingirem o cristal a um angulo 0’ diferente, a Lei de Bragg nédo se aplica e 0s

d bkl

Figura 1.21. Representagdo esquematica da incidéncia de radiagcdo num conjunto de planos. Adaptado de
http://www-structmed.cimr.cam.ac.uk/Course/Basic_diffraction/Diffraction.html.
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raios difractados por cada plano paralelo estdo fora de fase, logo interferem destrutivamente e

ndo se gera uma reflexdo.”””

E por este motivo que é necessario rodar o cristal numa experiéncia de difraccdo de raios-X.
Quando um pulso de radiagdo monocromatica é disparado contra um cristal numa determinada
orientacdo, apenas alguns conjuntos de planos obedecem a Lei de Bragg. Ao rodar o cristal
diferentes conjuntos de planos vao produzir reflexes no padrdo de difraccdo e s6 assim
poderemos obter um conjunto de dados completo. Pela Lei de Bragg, também se pode observar
que, para n = 1, quanto menor for a distancia interplanar dyq maior é o angulo de difrac¢do 6,
sendo que estas reflexfes vao aparecer nos limites do padréo de difraccdo. Uma menor distancia
interplanar corresponde a uma maior resolugdo da estrutura da proteina. Estas reflexdes ddo-nos
informacdo sobre os detalhes mais finos da estrutura. Por outro lado, reflexdes situadas perto da
origem do padrdo de difraccdo correspondem a planos mais afastados entre si e transmitem
informagdo sobre caracteristicas mais abrangentes das moléculas na célula unitaria, sendo

também de extrema importancia.”""

Enquanto a rede cristalina se encontra no espaco real (caracterizada por um conjunto de
coordenadas Cartesianas x,y,z), cada reflexdo (hkl) encontra-se no espaco reciproco. Estes dois
espacos estdo relacionados, pois é possivel prever a posicdo da reflexdo que cada conjunto de
planos gera. Logo, através da analise dos padrdes de difraccdo de um determinado cristal é
possivel prever qual a sua simetria e 0 seu grupo espacial mais provaveis, assim como a posi¢éo
dos atomos da proteina no espago real. No entanto, para descobrir estes ultimos é necessario
saber a intensidade relativa de cada reflexdo (i) € 0 angulo da fase da onda electromagnética

que gerou essa mesma reflexdo (o).
1.3.3. Da difraccao a densidade electronica

Como foi visto anteriormente, as reflexdes representam feixes de raios-X difractados, 0s quais
apresentam as caracteristicas da radiacdo electromagnética: comprimento de onda, amplitude e
fase. Enquanto o comprimento da onda difractada é constante, a amplitude e fase podem variar.
A funcdo periddica das ondas representadas por estas grandezas pode ser descrita como uma

série de Fourier pela equacdo dos factores de estrutura Fy (equacéo 3).”""

Um factor de estrutura compreende todos os componentes da onda que originou a reflexdo e
representa a soma de todos os termos relativos a todos os atomos que difractam na célula

unitéria. Este pode ser descrito da seguinte maneira

n
Fhkl — Zf}'ezni(hxj+kyj+lzj) (3)
j=1
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onde a parte exponencial corresponde as coordenadas tridimensionais dos dtomos na célula
unitaria e fj € o factor de disperséo atomica e representa a amplitude da contribui¢do do atomo j.
Esta varia consoante o elemento do atomo, pois cada elemento tem um diferente nimero de
electrGes e difracta os raios-X de maneiras diferentes. Alternativamente, os atomos também
podem ser descritos como densidade electrénica num determinado volume (célula unitaria).
Portanto, Fn pode ser descrito como um integral da contribuicdo de cada elemento de volume

da densidade electrénica na célula unitaria

Fria =f p(x,y, z)e?mihxtky+iz) gy (4)
%

onde p(x,y,z) representa a funcdo de densidade electronica e V o volume da célula unitéria.
Devido ao facto da operacdo da transformada de Fourier ser reversivel, pode-se descrever a
densidade electrénica em funcéo dos factores de estrutura

p(x y Z) — 1 § § § |Fhkl|e—2ni(hx+ky+lz—a/hkl) 5)
) ) V
h k 1

onde |Fnq| corresponde a amplitude e o’y & fase do factor de estrutura (o’ = a/27:).77’79

Enquanto a amplitude da fungdo dos factores de estrutura é proporcional a VI, sendo obtida
directamente a partir do padréo de difraccdo e da intensidade de cada reflex&o, o &ngulo da fase
da onda ndo é directamente determinado a partir dos dados experimentais, tendo que ser
calculado posteriormente, o0 que leva ao conhecido “problema da fase” em cristalografia de

raios-X."”

Existem varios métodos de calcular uma estimativa inicial do angulo da fase de cada reflexao.
Entre eles encontram-se os métodos de substituicdo isomorfica (MIR/SIR, do inglés
multiple/single isomorphous replacement) e de dispersdo anémala (MAD/SAD, do inglés
multi/single-wavelength anomalous dispersion), onde é necesséria a obtencdo de cristais com
derivados de atomos pesados da proteina em estudo. Outro método muito utilizado é a
substituicdo molecular (MR, do inglés molecular replacement), o qual requer que j& seja
conhecida a estrutura tridimensional da proteina em questdo, como € o caso da DgAOR e da

tripsina, ou de proteinas com um elevado grau de homologia (superior a 30%)."

A substituicdo molecular utiliza os modelos conhecidos da proteina em questdo ou de proteinas
homdlogas para obter informagdo sobre as fases. Este modelo tem de ser posicionado
inicialmente na célula unitdria da estrutura desconhecida, utilizando primeiro uma funcgéo de
rotacdo seguida de uma funcdo de translacdo. De seguida, podem-se calcular os factores de
estrutura da molécula conhecida e ja correctamente posicionada de modo a se obterem as fases

iniciais da molécula desconhecida. Estas fases sdo entdo utilizadas em conjunto com as
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intensidades medidas experimentalmente, obtendo-se os factores de estrutura e permitindo o
calculo da densidade electronica inicial para a molécula desconhecida. Ao se utilizar este
método é necessario ter em conta que as fases da proteina modelo tém uma grande influéncia na
densidade electrdnica resultante, correndo-se o risco desta apresentar caracteristicas da proteina
modelo que ndo correspondem a realidade para a proteina desconhecida (model bias). A partir
da densidade electronica é possivel ajustar o modelo da proteina em estudo e melhorar as fases
através de refinamentos sucessivos. Existem varios tipos de mapas de densidade electrénica que
sdo utilizados para a avaliacdo e construcdo do modelo cristalogréfico, sendo que os dois mais
usuais sdo o mapa simples (2F,-F;) e o mapa de diferenga (F,-F;). O primeiro permite a
visualizacdo da densidade continua referente a todos os atomos na unidade assimétrica e é a
partir deste que se constréi o modelo. O mapa de diferenca pode apresentar picos positivos e
negativos de densidade, permitindo identificar zonas ainda ndo construidas do modelo (picos
positivos) ou zonas que apresentam demasiada populacéo electronica em relagdo ao esperado

pelos dados experimentais (picos negativos).”
1.3.4. Refinamento e validacao da estrutura

Inicialmente, o0 modelo obtido por substituicdo molecular pode apresentar erros, ndo explicando
da melhor forma a densidade electronica obtida. Uma vez ajustado, este modelo de coordenadas
X,y,z pode ser alvo de uma transformada de Fourier, obtendo-se novas fases e densidade
electrénica melhoradas, as quais vdo permitir que o modelo seja novamente ajustado. Este ciclo
é repetido as vezes necessarias até se chegar a um modelo que esteja em conformidade com a

densidade electrdnica obtida, explicando adequadamente os dados experimentais.

No refinamento de uma estrutura cristalogréafica, pode ser utilizado um de dois diferentes
métodos: 0 método dos minimos quadrados e 0 método da méaxima verosimilhanga. O objectivo
é ajustar o modelo a densidade electrdnica, alterando a posi¢do dos atomos no espaco real,

sendo o segundo método o mais utilizado.

Deste modo, existem varios pardmetros que sdo utilizados para avaliar a qualidade do modelo
construido. Entre eles, o0 mais importante é o factor R que verifica a concordancia global entre o

modelo e os dados experimentais e é dado pela equacao 6.

_ ZHFobsl - |Fcalc||

R
2| Fopsl

(6)

Quanto menor for o valor deste pardmetro, mais adequado é o modelo aos dados experimentais.

Por norma, considera-se que uma estrutura estd bem refinada quando este valor € inferior a
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20%. Um valor de 40% pode ser aceitavel para um modelo inicial, antes de qualquer
refinamento, sendo que um valor de 60% corresponde a comparagdo entre 0 conjunto de

amplitudes medido e um conjunto de amplitudes aleatorio.””*

Outro parametro mais exigente é o factor R, 0 qual é calculado da mesma maneira que o
factor R, mas utiliza um pequeno conjunto de intensidades (ho minimo 1000 reflexdes) que sdo
separadas desde o inicio. O Ry Serve como um controlo de qualidade, medindo qudo bem o
modelo estrutural prevé um subconjunto de intensidades, as quais ndo foram incluidas no
refinamento. Este funciona como um parédmetro de validacdo e ndo deve ser superior ao factor R

em mais que 5%.""%

Enquanto os factores R e R avaliam a qualidade global do modelo, os factores de temperatura
(factores B) permitem a identificacdo de erros locais associados ao modelo. Este pardmetro
reflecte a ‘mobilidade’ de cada 4&tomo no modelo, ou seja, a oscilacdo de cada atomo a volta da
sua posicao especificada. Estes devem apresentar valores superiores na superficie da proteina e
em zonas mais maveis, enquanto no interior devem apresentar valores inferiores. De modo a
identificar um erro local num determinado atomo, o seu factor B deve ser comparado com 0s
factores B dos atomos da sua vizinhancga. Se houver uma grande discrepancia entre os valores é

possivel que haja um erro na estrutura.”” "%

Os factores de temperatura estdo intimamente ligados a outro parametro utilizado no
refinamento e validagdo de uma estrutura — o factor de ocupagéo. Este factor mede a fraccéo de
moléculas no cristal em que determinado 4&tomo se encontra naquela posi¢do. Para os residuos
da proteina, esta deve ser sempre igual a 1, excepto em casos de conformacdo alternada da
cadeia lateral de um aminodcido, podendo variar para os ligandos da proteina (cofactores, iGes
coordenados, inibidores, substratos, produtos). Ao se reduzir o factor de ocupagdo de um

determinado 4tomo, o factor de temperatura também diminui.”’

Para além dos parametros que relacionam o modelo com os dados experimentais, existe uma
série de protocolos de validacdo que possibilitam a identificacdo de erros relativos a geometria
permitida das moléculas presentes no modelo. Entre eles encontra-se o grafico de
Ramachandran que verifica se todos os aminoacidos apresentam angulos conformacionais
permitidos na sua cadeia principal. Estes pardmetros permitem verificar se existem regides
irrealistas no modelo.”” Quando o modelo satisfaz estes parametros e explica bem os dados
experimentais, o refinamento da-se por terminado e 0 modelo esta pronto a ser depositado no
PDB (http://www.rcsb.org/).
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Capitulo 2

Objectivos
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A presente dissertacdo tem como principais objectivos o estudo de interaccGes de varios
compostos com duas proteinas: Aldeido Oxidorredutase de Desulfovibrio gigas (DgAOR) e
tripsina de Bos taurus. A técnica de eleicdo foi a cristalografia de raios-X, pois possibilita
averiguar interacgdes entre os compostos e residuos especificos das proteinas em estudo ao

nivel atbmico.

Seleccionou-se a DgAOR, que se trata de uma enzima de molibdénio da familia da Xantina
Oxidase, devido a facilidade de se obterem cristais de qualidade com condi¢6es de cristalizacdo
bem definidas e por se tratar de um bom modelo cristalogréfico com estruturas de alta resolucéao
depositadas no PDB. Pretende-se estudar o mecanismo de reaccdo desta enzima, o qual ainda
ndo se encontra bem definido, com o objectivo de compreender melhor a sua funcdo ao nivel
fisiologico, assim como a de proteinas analogas, como a Aldeido Oxidase. A DgAOR apresenta
baixa especificidade, observando-se actividade utilizando diversos aldeidos como substrato. Por
estes motivos, pretende-se determinar a estrutura desta enzima em complexo com os substratos
benzaldeido, formaldeido e acetaldeido e estudar a sua interac¢do com o centro de molibdénio.
Tenciona-se também testar a xantina, substrato da proteina Xantina Oxidase, com o objectivo de
estudar a especificidade da DgAOR. Outro objectivo é averiguar sobre o papel desta enzima no
metabolismo das espécies reactivas de oxigénio (ROS). Estruturas cristalograficas,
determinadas pela Dra. Teresa Santos-Silva anteriormente & realizagdo da presente dissertacéo,
desta enzima em complexo com ditionito de sodio e sulfureto de sodio apontam para a ligacdo
de uma molécula de perédxido de hidrogénio ao atomo de molibdénio no centro activo. De modo
a confirmar estes resultados, pretende-se obter novas estruturas utilizando os mesmos

compostos, assim como peroxido de hidrogénio.

Em relagdo a tripsina visa-se estudar a interac¢do com varios compostos, disponibilizados pelo
Dr. John Spencer (University of Sussex, United Kingdom). Tendo como objectivo a obtengéo e
caracterizagdo de compostos inibidores da urocinase, uma protease da mesma familia da tripsina
com um centro activo muito semelhante, é necessario estudar a sua especificidade, assim como
as interaccBes que estes estabelecem no centro activo destas enzimas. A tripsina é uma enzima
muito estudada por cristalografia, dada a sua facil cristalizacdo e obtencdo de dados de alta
resolucdo. Nesta dissertacdo pretende-se estudar a sua interacgdo com os compostos AB1,
AB11, JS62, JS67 e SR5, cuja estrutura se encontra representada na Figura 3.1 do subcapitulo
3.2.1. Estes compostos j& foram classificados como inibidores desta proteina, apesar de estes

resultados ainda se encontrarem em fase de analise e discussao.
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Capitulo 3

Materiais e Métodos
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3.1. Aldeido Oxidorredutase de Desulfovibrio gigas

3.1.1. Purificacio

A DgAOR foi isolada e purificada a partir de células de D. gigas crescidas em meio
lactato/sulfato de acordo com o que foi descrito anteriormente.”*? Apés o crescimento das
células, estas foram recolhidas por centrifugacédo e ressuspendidas em tampao 10 mM Tris-HCI
a pH 7,6 e passadas por um homogeneizador Manton-Gaulin com uma pressao de 9 000 psi. Os
restos celulares foram separados por centrifugacdo a 16 000 g durante 30 minutos. O
sobrenadante obtido contém as proteinas sollveis e as membranas, as quais foram separadas por

ultracentrifugacdo (Ultracentrifuga - Beckman) a 180 000 g durante uma hora.

O extracto soltvel foi submetido a uma cromatografia de troca aniénica, utilizando uma coluna
dietilaminoetil-celulose (DE-52, Whatman) equilibrada com tampéo 5 mM Tris-HCI a pH 7,6.
A DgAOR foi eluida a uma concentragdo entre 250 e 300 mM do gradiente de tampdo e as
aliquotas recolhidas foram reunidas e dialisadas contra tampdo 5 mM Tris-HCI pH 7,6. De
seguida, foi realizada uma cromatografia de adsorcéo utilizando uma coluna de hidroxiapatite
(Bio-Gel HT Hydroxyapatite, Bio Rad) equilibrada com tampdo 1 mM fosfato de potassio
(KPB) a pH 8,0. A eluicéo foi realizada através de um gradiente linear de KPB e a DgAOR foi
eluida a uma molaridade de 150 mM. Apds eluigdo, as fracgdes contendo DgAOR foram
reunidas e a seguir dialisadas contra tampdo 5 mM Tris-HCI pH 7,6. A amostra foi submetida a
uma cromatografia de troca anidnica utilizando uma coluna anidnica Resource Q (GE
Healthcare) equilibrada com 5 mM Tris-HCI pH 7,6. A proteina foi eluida a uma concentracdo
de 300 mM do gradiente linear de tamp&o. A DgAOR pura foi dialisada contra 50 mM Tris-HCI
pH 7,6 e depois concentrada.

A concentracdo de proteina foi determinada usando o coeficiente de extingdo molar a 462 nm (e
= 24,6 mM™ cm™) ou com 0 método do BCA (Sigma).

A pureza da amostra foi verificada por SDS-PAGE a 12,5% e através do espectro de absorgdo
UV/Visivel mediante a razdo de pureza estabelecida Rue280 = 6. Todos 0s reagentes utilizados

durante a purificacdo apresentam grau analitico reconhecido.

Durante a realizacdo desta dissertacdo, apenas o Ultimo passo da purificacéo foi realizado, em
colaboragdo com o Dr. Pablo Gonzélez (Grupo de quimica bio-inorgénica do Prof. José Moura,
REQUIMTE-CQFB, FCT-UNL).
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3.1.2. Ensaios cinéticos

Foram realizados estudos cinéticos de modo a determinar a actividade especifica das aliquotas
purificadas da DgAOR. Os ensaios foram realizados utilizando um espectrofotometro diode
array TIDAS/NMC301-MMS/16 VIS/500-1 em condicBes aerdbias, a temperatura ambiente
(298 K). Para a determinacdo das velocidades iniciais de oxidacdo do substrato foi medida a
reducdo do 2,6-diclorofenolindofenol (DCPIP) a 600 nm (¢ = 21 mM™ cm™) numa célula com
um percurso éptico de 1 cm, contendo a seguinte mistura: 50 mM de Tris-HCI pH 7,6, 35 uM
de DCPIP como aceitador de electrdes, 200 uM de benzaldeido como substrato redutor, e 450

nM de DgAOR.

Realizaram-se também estudos cinéticos em funcao do tempo de ressulfuracdo do centro activo
da DgAOR segundo um protocolo previamente descrito,* o qual, segundo a literatura, lhe
confere actividade. Para tal incubou-se 150 uM de DgAOR na presenca de 7 mM de sulfureto
de sbdio (Na,S) e 30 mM de ditionito de sédio (Na,S,0,) durante diferentes tempos a
temperatura ambiente e em condigdes aerdbias e anaerdbias e foi medida a sua actividade de
acordo com o protocolo anteriormente descrito. Todos os reagentes utilizados durante estes

ensaios apresentam grau analitico reconhecido.
3.1.3. Ensaios de cristalizacao

Foram efectuados ensaios de cristalizagdo utilizando uma amostra de DgAOR a uma
concentracdo de 10 mg/mL em 10 mM de tampéo Tris-HCI a pH 7,6, procedendo de acordo
com a metodologia previamente descrita.*® As cristalizacdes foram realizadas por difusdo de
vapor, utilizando o método de gota assente em condi¢Oes aerdbias, utilizando caixas de
cristalizagdo de 24 pogos (Linbro) e micropontes concavas (Greiner). No reservatorio foram
colocados 700 pL de solugdo precipitante composta por 30% de isopropanol, 0,2 M de tampéao
HEPES a pH 7,6 e 0,2 M de cloreto de magnésio (MgCl,). Na gota foram colocados 4 uL de
DgAOR e 2 pL de solugdo precipitante. Os ensaios foram realizados a 277 K e a visualizagéo

das gotas foi efectuada utilizando um microscépio Olympus SZ60.

Apos obtengdo de cristais, foi realizado o protocolo de remogdo lenta do isopropanol do centro
activo da enzima descrito anteriormente.***® Foram adicionados 4 pL as gotas de uma solugo
HB1 (do inglés harvesting buffer 1) composta por 30% de isopropanol, 0,2 M de MgCl,, 0,2 M
de tampdo HEPES a pH 7,6 e 30% de PEG 3350 (PEG 3350). Apos estabilizacdo das gotas
durante 48 horas, procedeu-se a adicdo de 2 pL de uma solugdo HB2 composta por 0,2 M de
MgCl,, 0,2 M de tampdo HEPES a pH 7,6 e 30% de PEG 3350 e remocdo cuidadosa ao

microscopio de 2 pL da solucdo da gota. Este procedimento foi repetido pelo menos cinco vezes
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de forma a substituir por completo o contetdo da gota pela solugcdo HB2. Apds estabilizacdo das
gotas durante 48 horas, os cristais foram transferidos para novas gotas contendo 700 pL da
solucdo HB2 no reservatorio e 5 pL na gota, onde estabilizaram durante 72 horas.

Com os cristais livres de isopropanol foram entdo realizados ensaios de soakings de varios
compostos. Para isso prepararam-se diferentes solugdes com a mesma composi¢do da solucéo
HB2 adicionando os seguintes compostos: (1) 100 uM de peréxido de hidrogénio, (2) 7 mM de
sulfureto de sodio e 30 mM de ditionito de sédio, (3) 2,8 mM de benzaldeido, (4) 50 mM de
acetaldeido, (5) 50 mM de formaldeido e (6) 45 UM de xantina. Adicionaram-se 5 pL das
solugbes 1, 2, 3 e 4 as gotas. Em relacdo as solugdes 2 e 6 foi efectuado um processo de
adicdo/remogdo cuidadosa efectuado anteriormente, utilizando 5 pL em vez de 2 pL. Os cristais
foram congelados em azoto liquido ao fim de 1 e 3 horas para todas as solugdes e também 24
horas para as solugdes 1, 3 e 6. Ndo houve necessidade de utilizar uma solucéo crio-protectora,
pois a solucdo HB2 ja desempenha essa funcéo.

Foram também realizadas cristalizacbes em condigdes anaerdbias (O, < 1 ppm), sendo que todas
as solucgdes utilizadas foram desoxigenadas utilizando argon antes de serem utilizadas. O
procedimento efectuado foi 0 mesmo e foram feitos ensaios de soaking com as solucbes 3,4, 5 e
6. Uma hora apés o soaking, a caixa de cristalizacao foi removida da camara e os cristais foram
congelados em azoto liquido em condigBes aerdbias. Apdés 5 horas foram congelados novos
cristais, 0s quais estiveram quatro horas em condi¢des anaerdbias. Todos os reagentes utilizados

durante os ensaios de cristalizacdo apresentam grau analitico reconhecido.

3.1.4. Recolha de dados e resolucao da estrutura

Os cristais congelados foram analisados por radiagdo de Sincrotrdo no European Synchrotron
Radiation Facility (ESRF — Grenoble, Franca) na linha 1D29.

Para os cristais que difractaram, utilizaram-se os programas MOSFLM ¢ ou XDS ¥ para
indexar as reflexdes e determinar o grupo espacial e constantes da célula, assim como integrar
as intensidades. Para processar e escalar os dados utilizou-se o programa SCALA 8 do conjunto
de programas CCP4.% O programa PHASER * foi usado para determinar as fases por
substituicdo molecular, utilizando como modelo a estrutura depositada no PDB com o cddigo
1VLB.* Recorreu-se ao programa DM °! para melhorar a densidade electronica inicial. O
refinamento da estrutura foi feito com o programa REFMAC5 % onde ciclos de refinamento
com restricbes foram intercalados com a visualizagdo e ajuste dos modelos moleculares usando

o0 programa COOT.*
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3.2. Tripsina

3.2.1. Ensaios de cristalizacao

De modo a proceder aos estudos por cristalografia de raios-X utilizou-se tripsina de pancreas
bovino comercial (Sigma). Inicialmente, testaram-se varias condicdes de cristalizacdo para a
tripsina incubada com benzamidina, a qual é um inibidor da tripsina, de modo a prevenir
autocatéalise. A tripsina foi entdo dissolvida a 60 mg/mL em 25 mM de HEPES a pH 7,5, 10 mM
de cloreto de calcio (CaCl,) e 10 mg/mL de benzamidina. Utilizaram-se as condi¢6es 4, 15, 20,
30 e 31 do screen de cristalizacdo Crystal Screen HT da Hampton Research, conhecidas por dar
bons cristais desta proteina (Tabela 3.1). As cristalizacdes foram realizadas por difusdo de
vapor, utilizando o método de gota suspensa em caixas de cristalizacdo de 24 pocos (Linbro).
No reservatério foram colocados 700 pL de cada solucdo precipitante e utilizaram-se 0s
seguintes reagentes: tampao Tris-HCI a pH 8,5, sulfato de amonio ((NH,),SO,), tampdo de
cacodilato de sédio a pH 6,5, PEG 8000, acetato de sédio a pH 4,6 e PEG 3350. Na gota foram
colocados 2 pL de tripsina e 2 pL de solugdo precipitante. Os ensaios foram realizados a 293 K
e a visualizagdo das gotas foi efectuada utilizando um microscépio Olympus SZH10.

Tabela 3.1. Condices de cristalizagéo testadas para a tripsina.

*Q agente crio-protector foi apenas utilizado na solugdo crio-protectora, e ndo na solugéo precipitante.

Condicao Sal Tampao Precipitante ~ Agente crio-protector*
Tris-HCI pH=8,5, Sulfato de )
4 - ] Glicerol, 25%
0,1M amonio, 2 M
Sulfato de Cacodilato de sodio )
o PEG 8000, 30% Glicerol, 25%
amonio, 0,2 M pH=6,5,0,1 M
Sulfato de Acetato de sddio )
20 . PEG 3350, 25% Glicerol, 25%
amonio, 0,2 M pH=4,6,0,1 M
Sulfato de )
30 . - PEG 8000, 30% Glicerol, 25%
amonio, 0,2 M
Sulfato de )
31 - PEG 3350, 30% Glicerol, 25%

amonio, 0,2 M

Pela visualizacdo das gotas e dos cristais correspondentes seleccionaram-se as condicdes 15, 30
e 31 para testar a cristalizagdo da tripsina com varios compostos inibidores. Os cristais de

tripsina inibida com benzamidina obtidos utilizando estas condi¢cbes foram posteriormente
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usados para testar a eficacia de solugdes crio-protectoras, usando glicerol como agente crio-
protector, num aparelho de raios-X in-house (gerador de &nodo rotativo FR591, Enraf-Nonius;
detector MAR-Research 300 mm e sistema de Criocooling Cryostream 600, Oxford

Cryosystems).

Os compostos utilizados neste estudo foram fornecidos pelo Dr. John Spencer (University of
Sussex, United Kingdom) com quem temos uma colaboracdo. Estes sdo o acido (4-
((carbamimidoiltio)metil)fenil)borénico (AB1 - CgHy:BN,O,S), o acido (E)-(4-(((N'-
metilcarbamimidoil)tio)metil)fenil)borénico (AB11 — CyH;3BN,0,S), o 4-(4,4,5,5-tetrametil-
1,3,2-dioxaborolan-2-il)benzil ~ carbamimidotioato  (JS62 - CyH»BN,O,S), o 4-
(trifluorometil)benzil carbamimidotioato (JS67 — CgHgF3N,S) e o benzil carbamimidotioato
(SR5 — CgHygN,S) e as suas estruturas estdo representadas na Figura 3.1.

ABI ABI11 JS62 JS67 SRS

Figura 3.1. Representagdo da estrutura dos compostos AB1, AB11, JS62, JS67 e SR5, com 0s quais se
incubou a tripsina.

A tripsina foi dissolvida a 60 mg/mL em solu¢es com 25 mM de HEPES a pH 7,5, 10 mM de
CaCl, e 60 mM de cada um dos compostos. Incubou-se durante 30 minutos e foram realizados
ensaios de cristalizagdo utilizando as condig¢fes 15, 30 e 31. Apos obtencdo de cristais, estes
foram congelados em azoto liquido utilizando tanto paratona como as solugdes descritas

anteriormente como solug&o crio-protectora.
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3.2.2. Recolha de dados e resolucao da estrutura

Os cristais congelados foram analisados por radia¢do de Sincrotrdo no European Synchrotron
Radiation Facility (ESRF — Grenoble, Franca) na linha ID29. O procedimento utilizado para a
resolucdo da estrutura foi idéntico ao utilizado para a DgAOR. Utilizou-se o modelo depositado
no PDB com o co6digo 1S0Q para a resolucdo das fases com o programa PHASER. As
moléculas dos compostos utilizados nos modelos finais foram criadas com o programa
SKETCHER do CCP4.
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Capitulo 4

Resultados e Discussao
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4.1. Aldeido Oxidorredutase de Desulfovibrio gigas

A Aldeido Oxidorredutase de D. gigas é uma proteina muito estudada e caracterizada sendo um
bom modelo para a realizagdo de estudos cristalograficos, pois cristaliza com facilidade,
obtendo-se cristais que difractam a alta resolugdo. A semelhanca do seu centro activo com o de
outras proteinas da familia da Xantina Oxidase, como a Aldeido Oxidase humana, acrescentado
ao facto de ainda existirem duvidas em relacdo ao seu mecanismo de reaccdo, tornam a
obtencdo de estruturas desta proteina na presenca de varios substratos um passo relevante. Por
outro lado, estudos efectuados de modo a se tentar descobrir as diferencas entre as formas activa
e inactiva desta proteina, discutidos no subcapitulo 4.1.1, deram azo & obtengdo de estruturas
desta proteina em complexo com ditionito de sodio e sulfureto de sodio, assim como espécies
reactivas de oxigénio (peroxido de hidrogénio). Estes pontos serdo discutidos em detalhe nos

préximos subcapitulos.
4.1.1. Ensaios cinéticos

A proteina utilizada para realizar estes ensaios cinéticos foi obtida a partir de fracgdes
previamente purificadas, tendo-se efectuado um passo de cromatografia de troca i6nica de modo
a assegurar a sua pureza, obtendo-se duas amostras de proteina (DgAOR_A a 2 mg/mL e
DgAOR_B a 18 mg/mL). A actividade especifica destas amostras foi medida, apresentando um
valor de 0,42 U/mg para a amostra DJAOR_B, onde U corresponde a 1 umol de benzaldeido
oxidado por minuto, sendo que a amostra DgAOR_A ndo apresenta actividade. Quando

comparado com a literatura,®

o valor de actividade para a amostra DgAOR_B ¢é baixo,
indicando que se trata de uma mistura de moléculas de DgAOR activa e inactiva. A diferenca
entre a forma activa e inactiva da enzima ndo € conhecida, sabendo-se, no entanto, que o
protocolo de ressulfuracdo utilizado para recuperar a actividade da enzima XO ** também
confere actividade a DgAOR. Foram entdo realizados ensaios em condi¢Oes aerdbias e
anaerobias onde se mediu a actividade especifica da enzima ao longo do tempo ap6s incubagao
com ditionito de sodio e sulfureto de sddio (Figura 4.1), utilizando a amostra inactiva

DgAOR_A.

Quando se executa este protocolo, é possivel observar um aumento de actividade da enzima
numa fase inicial, seguido de um decréscimo da actividade. Em condicOes aerdbias, a enzima
apresenta uma actividade especifica maxima de 0,8 U/mg quando incubada com estes reagentes
durante 50 minutos. A partir deste tempo verifica-se um decréscimo até aos 160 minutos onde a
actividade da enzima é aproximadamente nula. Em condi¢fes anaerdbias, observa-se um
aumento de actividade, atingindo uma actividade especifica maxima de aproximadamente 1

U/mg aos 100 minutos, sendo que a partir dai se verifica uma diminuicdo de actividade
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especifica. Estes valores sugerem que, numa fase inicial, este tratamento confere actividade a
enzima, mas que deve ser acompanhado pela formacdo de algum subproduto que se comporta
como inibidor. Para explorar esta hipGtese recorreu-se a cristalografia de raios-X com o
objectivo de determinar a estrutura tridimensional da proteina na presenca dos compostos que

contribuem para a sua activacéo e inactivacao.
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Figura 4.1. Representacdo gréfica da actividade especifica da enzima DgAOR ao longo do tempo ap6s
incubacdo com ditionito de sodio e sulfureto de sdédio, em condi¢fes aerdbias (circulos cheios) e
anaerdbias (circulos vazios).

4.1.2. Ensaios de cristalizacao

Os ensaios de cristalizagdo foram efectuados a pH 7,6 (tampdo HEPES) de acordo com as
condicdes previamente estabelecidas para esta proteina,® utilizando isopropanol, um conhecido
inibidor da enzima, como agente precipitante e cloreto de magnésio o qual fornece ides Mg?*
que estabilizam a sua estrutura cristalina. A temperatura de 277 K a qual foram realizadas as
cristalizagdes proporciona uma evolugdo lenta da difusdo de vapor e, consequentemente, do
equilibrio entre a gota e a solugdo do reservatério. Foi utilizada uma amostra de DgAOR obtida
previamente a realizacdo desta dissertacdo, a qual se encontrava a uma concentracdo de 10

mg/ml em 10 mM de tampé&o Tris-HCl a pH 7,5.
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Nos dias seguintes a preparacdo das gotas foi observada a formagdo de bastante precipitado
amorfo na base das micropontes, o que indica que as gotas se encontram na zona precipitante do
diagrama de fases da cristalizacdo (Figura 1.17). Como consequéncia desta precipitacdo, ocorre
uma diminui¢do da concentracdo da proteina em solucdo permitindo que a proteina cristalize.
Verificou-se a formacdo de pequenos cristais ao fim de duas semanas, 0S quais cresceram
durante mais uma semana até atingirem um tamanho médio de 0,2 x 0,15 x 0,15 mm (Figura
4.2). Foram também obtidos cristais em condicfes anaerébias com as mesmas caracteristicas

dos cristais obtidos em condicGes aerobias.

0,2 x 0,15 x 0,15 mm

Figura 4.2. Cristal de DgAOR obtido em condicGes aerébias a 277 K. CondicGes de cristalizagdo: 30%
isopropanol, 0,2 M HEPES pH 7,6 e 0,2 M MgCl,.

De modo a se conseguir estudar a interacgdo da proteina com 0s VArios compostos, é necessario
remover o isopropanol presente no centro activo da enzima. Isto é conseguido utilizando a
metodologia previamente descrita no subcapitulo 3.1.3 e na literatura.***® Para além de remover
o0 isopropanol, este método introduz PEG na gota, 0 que vai estabilizar os cristais de modo a que
estes ndo se dissolvam aquando da diminuicdo da concentracdo de isopropanol, servindo
também como agente crio-protector. Ap6s o procedimento verificou-se que a maioria dos
cristais ndo apresentaram alteracdes visiveis microscopicamente, enquanto alguns racharam ou
apresentaram fissuras. Este resultado pode ser devido a uma alteracdo muito acentuada do
ambiente dos cristais apos transferéncia para novas gotas ou devido a sua manipulagdo aquando
da transferéncia, indicando que este protocolo pode provocar alteracbes na rede cristalina,
possivelmente piorando a qualidade da difrac¢cdo dos cristais.

Com este procedimento os cristais encontram-se estaveis e com o centro activo livre, de modo a
que se prosseguiu com a realizagdo dos ensaios de soaking. Com o objectivo de ndo perturbar o
equilibrio estabelecido na gota, foram feitas vérias solucbes com a mesma composi¢do da
solucdo HB2 e a adi¢do dos varios compostos. A concentracdo aproximada de cada composto na

gota é apresentada na Tabela 4.1. Ap6s a adicdo de cada composto as gotas, os cristais foram
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congelados em azoto liquido ao fim de aproximadamente 1 hora, 3 horas e/ou 24 horas (Tabela
4.1), com o objectivo de se observar qual o tempo necessario para a difusdo dos compostos
pelos canais de solvente dos cristais e ligagdo ao centro activo, assim como a evolucgéo ao longo
do tempo da esfera de coordenacdo do molibdénio nas estruturas resultantes de cada cristal.
Como a solugdo HB2 ja é crio-protectora, 0 processo de congelamento dos cristais torna-se mais
simples, eficiente e rapido, envolvendo menos manipulacdo dos cristais do que noutras
situacBes em que uma solugdo crio-protectora é necessaria. Os ensaios de soaking dos cristais
obtidos em condigdes anaerdbias foram realizados durante 1 hora, tendo sido retiradas as gotas
de cristalizagdo para condi¢des aerObias para imediata congela¢do. Ao fim de 5 horas foram
congelados novos cristais das mesmas gotas que na altura se encontravam ja ha 4 horas em

condicdes aerobias.

Tabela 4.1. Concentracdo final de cada composto e duracéo dos ensaios de soaking efectuados.

Concentracgéo final na  Duragé&o do ensaio de

Composto ico .

P Condigdes gota soaking (h)
Peroxido de Aerébias 50 UM 1,3
hidrogénio

dio +
Sulfureto de sodio Aerdbias 7 mM + 30 MM 1,3, 24
ditionito de sodio
Aerdébias 1,3, 24
Benzaldeido 1,4 mM
Anaerébias 1,1+4
Aerobias 1,3
Acetaldeido 25 mM
Anaerébias 1,1+4
Aerébias 1,3
Formaldeido 25 mM
Anaerobias 1,1+4
Aerébias 1,3, 24
Xantina 45 uM
Anaerébias 1

A maioria dos cristais congelados foi medida utilizando radiag&o de Sincrotrdo na linha 1D29 do
ESRF. Alguns cristais ndo foram medidos devido a falta de tempo na linha, tendo sido
guardados em azoto liquido para medicBGes posteriores, caso seja necessario. Na Tabela 4.2
encontra-se um resumo dos resultados provenientes da experiéncia de difrac¢do. Nos proximos
subcapitulos serdo discutidos o processamento dos dados e resolucdo das estruturas

individualmente.
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Tabela 4.2. Resumo das condic¢des testadas e dos resultados obtidos na experiéncia de difrac¢do para a

DgAOR.

*Designagdo pela qual vao ser referidas as estruturas relativas a cada composto ao longo da discusséo

Designacéo ao L Duracéo Experiéncia de
Composto Condicdes ] .
longo do texto* do soak (h) difraccéo
Aerdbias 1 Res. max. 1,50 A
Perdxido de . ) )
DgAOR_H,0, ) o Aerébias 3 Nao foi medido
hidrogénio
Aerdbias 24 Formacao de gelo
Sulfureto de Aerobias 1 Res.max. 1,58 A
DgAOR_Dit/S*  sodio + ditionito Aerdbias
de sodio 3 Nao foi medido
Aerdbias 1 Res. max. 1,49 A
Aerobias 3 Res. max. 1,51 A
DgAOR_benz Benzaldeido Aerdbias 24 Res. max. 1,40 A
Anaerdbias 1 Res. max. 1,62 A
Anaerdbias 1+4 Res. max. 1,75 A
Aerdbias 1 Res. max. 1,50 A
Aerdbias 3 Res. méax. 1,66 A
DgAOR_acet Acetaldeido
Anaerdbias 1 Nao foi medido
Anaerdbias 1+4 Res. max. 1,41 A
Aerdbias 1 Res. max. 1,69 A
Aerobias 3 Nao foi medido
DgAOR_form Formaldeido
Anaerdbias 1 Res. max. 1,72 A
Anaerobias 1+4 Nao difractou
Aerdbias 1 Res. max. 1,49 A
Aerbbias 3 N&o foi medido
DgAOR_xant Xantina
Aerdbias 24 Res. max. 1,64 A
Anaerdbias 1 Res. max. 1,48 A
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4.1.3. Aldeido Oxidorredutase em complexo com ROS

Neste subcapitulo vdo ser analisados os resultados referentes aos ensaios de soaking com

peréxido de hidrogénio e com sulfureto de sodio e ditionito de sédio.
4.1.3.1. Experiéncia de difraccio

Como se pode observar na Tabela 4.2 apenas dois conjuntos de dados foram recolhidos para
estes compostos: um para a DgJAOR_H,0, ao fim de uma hora e outro para a DgAOR_Dit/S*
também ao fim de uma hora. O comprimento de onda utilizado para a recolha destes conjuntos
de dados, assim como todos os outros para a DgAOR foi de 0,976 A e foram recolhidas 910
imagens para o DgAOR_H,0, e 1640 para a DJAOR_Dit/S*. Na Figura 4.3 encontra-se um

padrdo de difraccdo caracteristico desta proteina, referente ao conjunto de dados DJAOR_H,0,.

Estes dois conjuntos de dados foram tratados utilizando o programa MOSFLM no grupo
espacial P6,22 (Tabela 4.3). De seguida as reflexfes foram integradas de modo a se determinar
as suas intensidades Iy. Deste processo resultou um ficheiro mtz que contém toda a informagéo
obtida utilizando 0 MOSFLM.

..... ’

Figura 4.3. Exemplo de um padréo de difraccdo do cristal DgAOR_H,0,. Resolugdo maxima de 1,50 A.
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De modo a se determinar com maior certeza o grupo espacial, utilizou-se o programa
POINTLESS * que analisa as intensidades das reflexdes em conjunto com as constantes da
célula de modo a identificar simetria no cristal, indicando os grupos espaciais com maior
probabilidade. Este indicou os grupos espaciais enantiomorficos P6,;22 e P6s22 com uma
probabilidade de 98,9% para o DgAOR_H,0, e 37% para o DgAOR_Dit/S*. Entre os dois
grupos espaciais, o P6,22 foi o seleccionado uma vez que, pela literatura, se sabia ser o

correcto.

Procedeu-se & utilizacdo do programa SCALA * o qual observa as intensidades relativas de
todas as reflexdes e coloca-as na mesma escala, de modo a que seja possivel uma anélise
correcta por parte dos programas utilizados para a resolugdo da estrutura. As diferentes
intensidades poderdo estar relacionadas com variagcbes na intensidade do feixe de radiacédo
aquando da recolha dos dados, assim como danificagdo do cristal ao longo da experiéncia
devido a radiacao de Sincrotrdo. Para além de escalar os dados, este programa também fornece
um conjunto de estatisticas sobre a recolha de dados, o qual se encontra na Tabela 4.3. Durante
este passo foram seleccionadas aleatoriamente 5% das reflexdes, as quais ndo serdo utilizadas

para a resolucao e refinamento da estrutura, servindo apenas para o calculo do factor Ryee.

Analisando a Tabela 4.3 pode-se tirar algumas conclusbes sobre a qualidade dos dados de
difraccdo. Ambos os conjuntos de dados, DgAOR_H,O, e DgAOR_Dit/S*, sdo de alta
resolucdo (1,50 e 1,58 A, respectivamente) o que indica que os cristais medidos tém uma rede
cristalina ordenada e difractam bem os raios-X.

A completeness dos dados indica a percentagem de reflex6es medidas em relagdo ao nimero
total de reflexdes possiveis a uma dada resolugdo. Em ambos 0s casos esta encontra-se muito
préxima de 100%, o que indica que a estratégia de recolha dos dados foi bem executada e que se
obtiveram conjuntos de dados completos. A redundancia indica o racio entre 0 nimero de
reflexdes totais observadas e o numero de reflexdes Unicas, indicando em média o ndmero de
medi¢des independentes de cada reflexdo Unica. Deste modo, estruturas com elevada
redundancia apresentam uma maior confianca nas medicGes das intensidades das reflexdes,
assim como o seu erro associado, 0 que é o caso das medi¢cdes em causa, as quais apresentam
valores elevados de redundancia (9,3 e 8,1). Por outro lado, a relacdo sinal-ruido das reflexdes é
dada pelo valor de I/o(l), o qual apresenta valores elevados para estes dados, quer no geral
(cerca de 20 para ambos 0s casos), quer na camada externa de resolugéo (cerca de 6 para ambos
0s casos), indicando que os dados se podem utilizar com confianga. O Rperge € OUtra medida
utilizada para determinar a qualidade dos dados experimentais, a qual reflecte a concordancia
entre reflexdes equivalentes. Este valor deve situar-se entre os 5 e 10%, o que se verifica em

ambos os casos (6,4 e 6,9%), podendo aumentar até 50% na Gltima camada de resolucdo, o que
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também se verifica com valores de 35,1 e 35,2%. No geral pode-se concluir que os dados
apresentam uma qualidade elevada e pOde-se prosseguir sem necessidade de manipulagdo
adicional.

Tabela 4.3. Estatisticas de recolha de dados para os cristais DJAOR_H,0, e DgAOR_Dit/S*. Os valores
entre paréntesis correspondem a Gltima camada de resolucéo.

Cristal DgAOR_H,0, DgAOR_Dit/S,
Comprimento de onda (A) 0,976 0,976
Grupo espacial P6,22 P6,22

Célula unitaria (A)
Limites de resolucéo (A)

Ne de reflexdes observadas

a,b=1431 c=1623
49,58-1,50 (1,58-1,50)

1436 348 (213 767)

a,b=1435 ¢c=1623
53,76-1,58 (1,66-1,58)

1088 202 (161 477)

N° de reflexdes Unicas 155 276 (22 397) 134 408 (19 406)
Completeness (%) 99,9 (100,0) 99,3 (99,7)
Redundancia 9,3(9,5) 8,1(8,3)
I/o(1) médio 20,5 (6,0) 19,7 (5,7)
Rmerge” (%) 6,4 (35,1) 6,9 (35,2)
VM - Parametro de Matthews (A%/Da) 2,47 2,48
Conteldo de solvente® (%) 50,2 50,5

(@) Rmerge = 2 i 2 il 1i (kD) —=(1(hKD) /D" pia > i 15 (hkI) , onde 1i(hkl) é a intensidade integrada de
uma determinada reflexdo i e (I(hkl)) é a intensidade média de mdltiplas reflexdes relacionadas por

operacdes de simetria.
(b) VM = Zaip onde V ¢ o volume da célula unitaria, Z é o nimero de unidades assimétricas presentes

. ays - , . , ,23
na célula unitaria e Mp é a massa molecular da proteina; Contetido de solvente = (1 — ;—M) x 100

O parametro de Matthews, VM, permite a analise do contetdo do cristal, relacionando o volume
da célula unitaria com a massa molecular da proteina e 0 nimero de unidades assimétricas
presentes na célula unitaria. A partir deste parametro pode-se calcular o contetdo de solvente
presente no cristal. Sabendo que o contetdo de solvente se deve situar entre os 30 e 0s 70%
(salvo raras excepcgoes) e utilizando a massa molecular da proteina é possivel prever o nimero
de moléculas presentes na célula unitaria, o que € uma informagdo extremamente Util aquando
da resolucdo da estrutura. No caso dos cristais de DgAOR estes apresentam um contetdo de

solvente de aproximadamente 50% e apenas uma molécula por unidade assimétrica.
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4.1.3.2. Resoluc¢ao das estruturas

Nesta fase temos apenas a informagcdo relativa as intensidades de cada reflexao, ja escaladas e
prontas a ser utilizadas para a resolucio da estrutura. E entfo necessario calcular o angulo da
fase de cada reflexdo de modo a se obterem os factores de estrutura necessarios para o calculo
dos mapas de densidade electronica. Este ndo se obtém experimentalmente e pode ser calculado
utilizando os varios métodos mencionados no capitulo 1.3.3. No caso da DgAOR o método de
eleicdo € o de substituicdo molecular, pois a estrutura desta proteina ja se encontra resolvida.
Deste modo, seleccionou-se a estrutura a 1.28 A que se encontra depositada no PDB com o
codigo 1VLB.* Esta apresenta alta resolugdo e encontra-se no mesmo grupo espacial das
estruturas em estudo, sendo por isso 0 modelo mais adequado para este estudo. Procedeu-se a
remogdo de todos os ligandos, cofactores e moléculas de agua deste modelo, de modo a se
efectuar este passo utilizando apenas a cadeia proteica, removendo a influéncia (bias) que

poderia ser introduzida por esses elementos da estrutura.

A partir do ficheiro mtz proveniente do SCALA e deste modelo, utilizou-se o programa
PHASER % para determinar as fases e calcular a densidade electrénica. Para tal define-se o
nimero de moléculas por unidade assimétrica e 0 seu grupo espacial e o programa efectua
operag0es de rotacgdo e translacgdo, utilizando o modelo 1VLB, tentando orienta-lo e posiciona-lo
correctamente na densidade electrénica calculada a partir das fases do modelo e das
intensidades experimentais. No caso da DgAOR fez-se a procura utilizando o0s grupos espaciais

enantiomorficos P6,22 e P6522 e apenas uma molécula por unidade assimétrica.

O sucesso deste processo é avaliado através dos parametros LLG (do inglés Log Likelihood
Gain) e Z-score para cada fungdo (rotacdo e translacdo). O LLG mede o qudo melhor os dados
experimentais podem ser previstos utilizando o modelo em causa do que com uma distribuicdo
aleatoria dos mesmos atomos. O Z-score indica quantos desvios padrdo a solucdo achada se
encontra acima da média e é utilizado para determinar se a estrutura foi ou ndo resolvida. Este
valor deve ser superior a 4 para a fungdo de rotacdo (RFZ) e 8 para a funcédo de translacéo (TFZ)

para que se considerar uma solugdo correcta.

Para os conjuntos de dados DgAOR_H,0, e DgAOR_Dit/S*, o PHASER encontrou solugdes
no grupo espacial P6,22. Como era expectavel, os valores de LLG e Z-score para a as fun¢des
de rotacdo e translacdo sdo muito elevados (Tabela 4.4), pois 0 modelo utilizado trata-se da

prépria proteina, sendo apenas expectéaveis diferencas ao nivel do centro activo.
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Tabela 4.4. Valores de Z-score e LLG para as funcBes de rotacdo e translacdo obtidos utilizando o
programa PHASER, para os conjuntos de dados DgAOR_H,0, e DgAOR_Dit/S*.

Conjunto de dados DgAOR_H,0, DgAOR_Dit/S*
Z-score (rotagdo) 30,1 29,1

LLG (rotagdo) 5749 569,2
Z-score (translagdo) 91,4 83,5

LLG (translagdo) 8555,6 8628,9

A partir do PHASER é gerado um novo ficheiro mtz, o qual ja contém informacéo relativa a
densidade electronica da molécula, assim como um ficheiro pdb que tem a informacéo relativa
ao modelo ajustado a densidade electrénica experimental. O ficheiro pdb contém informagéo
sobre a posi¢do de todos os 4tomos presentes no modelo (em coordenadas cartesianas X,y,z),
assim como os factores de temperatura e ocupacgdo. Estes ultimos factores ndo se encontram

refinados e correspondem aos do modelo utilizado, neste caso o0 1VLB.

Neste ponto, ja é possivel visualizar a densidade electronica relativa aos dados experimentais.
No entanto, antes de se prosseguir com o refinamento da estrutura, utilizou-se o programa
DM,” o qual faz um melhoramento da densidade electrénica, modificando-a tendo em conta
caracteristicas conhecidas do comportamento da mesma. Através da indicacdo do contetdo de
solvente do cristal, este programa melhora as fases obtidas utilizando técnicas de flattening do
solvente, ou seja, da uma maior importancia a densidade electrdnica continua, correspondente a
proteina, e menor ao solvente, diminuindo assim o0 seu ruido e obtendo-se mapas mais faceis de

interpretar.
4.1.3.3. Refinamento das estruturas

Seguidamente procedeu-se ao refinamento da estrutura. Efectuou-se um refinamento inicial,
utilizando o programa REFMACS5 para as duas estruturas em causa.”” Este executou VArios
conjuntos de 10 ciclos de restrained refinement intercalados com a adicdo automética de
moléculas de agua em zonas de densidade ndo preenchida pela modalidade findwaters do
programa COOT.* O REFMACS ajusta a posicdo dos atomos do modelo & densidade

electrénica e melhora as fases empregando o método da maxima verosimilhanca.

Apos este primeiro refinamento, inspeccionaram-se ambos os modelos e respectivos mapas de
densidade electronica (2F,-F. e F,-F) utilizando o programa COOT, comecando por se
averiguar o centro activo. Os factores R e R Obtidos sdo bastante razoaveis para um primeiro

refinamento (Tabela 4.5), sendo possivel fazer uma analise inicial dos mapas resultantes. Em
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ambas as estruturas verificou-se a presenca de densidade electronica relativa a uma molécula
diatdbmica no local de ligacdo do ligando labil equatorial OH/OH, do molibdénio. Estes
resultados mostram que os soaks foram efectuados com sucesso e pode-se prosseguir para o
refinamento e anlise das estruturas. Os dados relativos & estrutura DgAOR_Dit/S* foram, no
entanto, abandonados uma vez que sdo muito semelhantes a uma das estruturas previamente
obtidas pela Dra. Teresa Santos-Silva (também por ensaios de soaking com ditionito de sodio e
sulfureto de sédio), a uma resolucdo de 1,57 A. A tabela com os dados estatisticos referentes a
recolha de dados e refinamento da estrutura encontra-se no Anexo 7.3. Esta estrutura foi
analisada e comparada com a estrutura DgAOR_H,0, aqui obtida.

Tabela 4.5. Factores R e Rge ap0s o primeiro refinamento para as estruturas DgAOR_H,0, e
DgAOR_Dit/S?.

Conjunto de dados DgAOR_H,0; DgAOR_Dit/S*
Factor R (%) 18,3 18,9
Factor R (%) 22,3 24,0

O refinamento foi entdo continuado, utilizando o programa COOT para ajustar os residuos a
densidade electronica, assim como para adicionar os cofactores da proteina, iGes provenientes
do solvente e moléculas de agua conservadas. ApGs este processo utilizou-se novamente o
programa REFMACS, fazendo 10 ciclos de restrained refinement. Este processo foi repetido
varias vezes até se chegar a um modelo que consiga explicar satisfatoriamente a densidade
electronica. Na fase final do refinamento foram utilizados parametros de TLS (Translation
Libration Screw-motion),* adicionalmente ao restrained refinement. Estes pardmetros definem
grupos de atomos no modelo da proteina que se comportam como corpos rigidos que
apresentam movimento anisotrépico. Ao se agrupar os atomos do modelo, é possivel refinar
anisotropicamente a estrutura sem ser necessaria uma grande quantidade de parametros, o que
acontece com um refinamento anisotrépico individual para cada atomo. Os dominios de TLS
definidos foram os quatro conhecidos da proteina, descritos no subcapitulo 1.1.5.1. No ultimo
passo de refinamento, uma molécula de H,O, foi adicionada ao centro activo do modelo na
posicdo do ligando labil OH/OH,, a qual se deixou livre para evitar qualquer tipo de bias
durante o refinamento. A caracterizacdo do centro activo vai ser discutida no subcapitulo
4.1.4.4.

Apos o refinamento do modelo, procedeu-se a sua validacdo de modo a assegurar que este ndo
compreende erros graves. Para tal foram utilizadas varias ferramentas do programa COOT de

modo a verificar erros a nivel da geometria das ligacGes quimicas dos aminoacidos, assim como
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a analise dos seus rotdmeros permitidos e dos factores de temperatura. Utilizou-se também o
programa PROCHECK * e o STAN,® tendo sido adicionados dois ies Na“ & estrutura de
acordo com o sugerido pelo médulo WASP deste Gltimo. Na Tabela 4.6 encontram-se as
estatisticas relativas ao refinamento e validacdo do modelo.

Tabela 4.6. Estatisticas de refinamento e validagdo para o modelo DgQAOR_H,0.,.

Conjunto de dados DgAOR_H,0,
Limites de resolugéo (A) 49,58-1,50
Factor R (%) 13,2

N° de reflexdes 147 398
Factor Ry (%) 15,8

N° de reflexdes (Ryree) 7792

N° de residuos 907

N° de 4tomos 8397
RMSD para o comprimento de ligagéo (A) 0,027
RMSD para o angulo de ligagéo (°) 2,62

Factores de temperatura médios (A?)

atomos da cadeia principal 11,1
atomos das cadeias laterais 13,6
moléculas de agua 29,5

Gréfico de Ramachandran (%)

residuos nas regides mais favoraveis 91,2
residuos em regides adicionalmente favoraveis 8,1
residuos em regides generosamente permitidas 0,4
residuos em regides ndo permitidas 0,3

Em relagéo ao factor R foi possivel observar uma diminuicdo do valor inicial de 18,3 % para um
valor final de 13,2 %, o que indica que o modelo foi bem construido ao longo do refinamento e
esta de acordo com os dados experimentais. Este valor € calculado a partir da diferenca entre os
factores de estrutura observados e os calculados, devendo apresentar um valor inferior a 20 %.
Por sua vez, o valor de R¢e é calculado da mesma forma que o factor R mas usando um
subconjunto de reflexdes separadas a partida e ndo utilizadas para o célculo da estrutura. Este
valor deve ser no maximo 5 a 7 % superior ao valor do factor R. A estrutura em estudo
apresenta um valor de Reee 2,6 % superior ao factor R, o que indica que o modelo construido é

valido.
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Os valores de RMSD (do inglés Root-mean-square Deviation) para 0 comprimento e o angulo
de ligacdo indicam o desvio que a estrutura apresenta em relacdo aos valores expectaveis
teoricamente em termos de geometria das ligacbes quimicas. O valor de RMSD para o
comprimento de ligagdo (0,027 A) encontra-se um pouco mais elevado que o aceitavel para
estruturas de alta resolucdo (aproximadamente 0,02 A). Este pode ser devido ao refinamento
ndo ter sido suficientemente rigoroso em relagdo as restricdes geométricas. No entanto foi
efectuada validacdo geométrica do modelo e este ndo apresenta erros graves, indicando a sua
validade. O valor de RMSD para o angulo de ligagdo (2,62°) encontra-se dentro do expectavel

(inferior a 3°), o que corrobora a validade geométrica da estrutura.

Os factores de temperatura médios definem a mobilidade média das varias regides da estrutura.
De acordo com o expectavel, este valor é inferior para os &tomos da cadeia principal da proteina
(11,07 A%, a qual apresenta uma estrutura mais rigida, ligeiramente superior para os 4&tomos das
cadeias laterais da proteina (13,58 A?) e muito superior para as moléculas de 4gua (29,45 A?), as

quais apresentam uma desordem muito mais significativa.

O grafico de Ramachandran € utilizado para a validacdo do modelo, analisando os residuos
individualmente em relacdo aos angulos conformacionais da cadeia principal. Pode-se confirmar
que a grande maioria dos residuos (902 residuos, 99,7 %) se encontra em regides permitidas
deste gréafico. No entanto 5 residuos encontram-se em regides ndo permitidas (Alal71, Aspl72,
Gly391, Arg533 e Ser874). Enquanto os primeiros dois estdo numa regido muito desordenada
para a qual a densidade electronica é muito fraca, ndo permitindo o seu correcto
posicionamento, os ultimos trés estdo posicionados de acordo com os dados experimentais,
sendo que dois deles (Gly391 e Arg533) se encontram bastante préximos do centro activo. Estes
residuos adoptam esta conformacdo estereoquimicamente menos favoravel pois estdo a

acomodar a unidade pterina do cofactor.

De um modo geral, o0 modelo explica os dados experimentais muito satisfatoriamente, nédo
apresentando erros graves a nivel das restricdes geométricas que se devem ter em atencdo na

estrutura de uma proteina.
4.1.3.4. Caracterizacao da estrutura

Analisando a estrutura final da DgAOR_H,0,, conclui-se que esta apresenta uma forma
globular com um didmetro aproximado de 75 A, apresentando dois cofactores Fe—-S e um
cofactor pterinico, como foi descrito anteriormente para a estrutura nativa cristalizada com
isopropanol (subcapitulo 1.1.5.1). A estrutura € muito semelhante a estrutura nativa, sendo que
uma superposicdo estrutural das duas estruturas apresenta um RMSD de 0,146 A em relacio a

todos os 4tomos da cadeia principal da proteina. No entanto, foi possivel distinguir algumas
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diferencas, nomeadamente ao nivel das cadeias laterais da proteina, sendo que algumas
apresentam rotdmeros diferentes e foram adicionadas conformacdes alternadas que ndo existiam
na estrutura nativa. Outras caracteristicas adicionais a estrutura nativa foram modeladas: dois
ides Na*, conforme sugestdo do programa STAN, duas moléculas de isopropanol fora do centro
activo, uma na superficie e outra no interior da proteina (substituindo um ido CI" na estrutura
nativa), um ifo Mg* e um ifo CI. No total a estrutura apresenta trés ides Mg®*, cada um
coordenado por seis ligandos entre moléculas de agua e atomos de oxigénio da cadeia peptidica,
trés ides CI" que interagem com regides carregadas positivamente da superficie da proteina, dois
ides Na* e duas moléculas de isopropanol. A presenca de isopropanol na estrutura indica que o
protocolo de remogéo utilizado ndo removeu por completo o isopropanol de solugdo, mas foi
suficiente para o remover do centro activo da enzima comprovando a sua eficacia em estudos de

soaking utilizando a DgAOR.

Analisando o0 mapa de diferenca F,-F. e os factores de temperatura para o &tomo de molibdénio
no centro activo da enzima, verificou-se que este apresenta um pico negativo de densidade
assim como um factor B elevado comparado com os factores B dos atomos vizinhos. Por estes
motivos, o seu factor de ocupagéo foi alterado para 0,8. Esta diminuicdo no factor de ocupacéo
pode ser devida ao baixo conteldo de Mo na amostra de proteina ou ao dano provocado pela
radiacdo ionizante dos raios-X durante a experiéncia de difraccdo. Outro efeito do dano da
radiacdo pode ser observado na cisteina 271, a qual apresenta densidade electronica suplementar
perto do atomo de enxofre, sugerindo gque este se encontra ligado a um outro atomo. Esta foi
interpretada como sendo uma hidroxicisteina, formada através da reaccdo com radicais de
oxigénio produzidos pela radiagdo ionizante intensa do Sincrotrdo (Figura 4.4). Enquanto neste
caso particular, a presenca de peroxido de hidrogénio em solucdo pode ter influenciado a
formacdo destes radicais, esta ndo é essencial, pois verificou-se 0 mesmo resultado noutras
estruturas determinadas sem a presenca de H,O,. Todas as outras cisteinas na estrutura foram

analisadas, nenhuma delas apresentando este comportamento.

Como referido no capitulo anterior, no centro activo da enzima é possivel encontrar densidade
electronica relativa a uma molécula diatémica junto ao &tomo de molibdénio, no local onde se
encontra o ligando OH/OH, na estrutura nativa. Neste local foi modelada uma molécula de
H,0, coordenada ao molibdénio com uma geometria nz, conforme apresentado na Figura 4.5.
Esta coordenacdo do centro activo é idéntica a obtida para a experiéncia de soaking da DgAOR
com ditionito de sodio e sulfureto de sédio efectuada anteriormente, a qual se pode observar na
Figura 4.6.
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Hidroxicisteina
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Figura 4.4. Densidade electrénica observada para a cisteina 271, a qual foi modelada como uma
hidroxicisteina, e moléculas de &gua na sua vizinhanga. Cédigo de cores: Carbono — ciano; Oxigénio —
vermelho; Enxofre — amarelo. A azul esta representado 0 mapa 2mFo-DFc, com um contorno de 1c. Esta
figura foi preparada utilizando o programa PyMOL.

Tendo em conta as Figuras 4.5 e 4.6 e a Tabela 4.7 observa-se que o oxigénio Ox1 do perdxido
de hidrogénio encontra-se mais proximo do molibdénio, a uma distancia de 1,97 A, enquanto o
oxigénio Ox2 encontra-se um pouco mais afastado a 2,30 A. Analisando os factores B da
molécula de H,O, em comparacdo com os dos atomos da vizinhanga, concluiu-se que o Ox2
apresenta um factor B mais elevado que a média, tendo-se por isso diminuido o seu factor de
ocupagdo para 0,5, enquanto o oxigénio Ox1 tem uma ocupagdo de 1. Isto justifica-se se em
50% das moléculas do cristal se encontrar uma molécula de peréxido e nas restantes o centro
activo se mantiver inalterado em relagdo a proteina nativa, pois 0 Ox1 encontra-se no local do
ligando labil OH/OH,. Este resultado pode ser devido a concentragéo final de H,O, na gota ser
baixa (50 uM).

E possivel também observar uma diferenca nas distancias de ligagdo entre os oxigénios OR1
(equatorial) e OM1 (apical) e o molibdénio no centro activo, nas duas estruturas. Nos cristais
mergulhados em agentes redutores, as distancias sdo de 1,97 e 2,07 A, respectivamente,
indicando que se trata de ligagdes simples, enquanto na estrutura DgAOR_H,0, estas séo de
1,81 e 1,85 A, tratando-se de ligagdes duplas, semelhantes & proteina nativa. Assim verifica-se
que na presenca de agentes redutores o molibdénio se encontra num estado de oxidagdo mais

baixo, ligado a dois grupos hidroxilo e ao peréxido de hidrogénio.
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Figura 4.5. Estrutura cristalografica do centro activo da amostra DgAOR_H,0,, em duas orientacdes
diferentes. Todas as distancias apresentadas estdo em A. Cadigo de cores: Carbono — ciano; Azoto — azul;
Oxigénio — vermelho; Enxofre — amarelo; Molibdénio — azul-esverdeado. A azul estd representado o
mapa 2mFo-DFc¢, com um contorno de 1o. Esta figura foi preparada utilizando o programa PyMOL.
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Tabela 4.7. Distancia entre o &tomo de molibdénio e os ligandos presentes na sua esfera de coordenacéo,
no centro activo, para as duas estruturas e para a estrutura nativa.

DgAOR (soaking

Distancia (A) Nativa (1VLB) DgAOR_H,0, N,5,0, € NaS)

Mo — S7 (molibdopterina) 2,41 2,38 2,39
Mo — S8 (molibdopterina) 2,49 2,48 2,48
Mo — OM1 (apical) 1,74 1,85 2,07
Mo — OR1 (equatorial) 1,79 1,81 1,97
Mo — OM2 (equatorial) 1,99 - -

Mo — Ox1 (H,0,) - 1,97 2,03
Mo — Ox2 (H,0,) - 2,30 2,46

A semelhanca entre as duas estruturas analisadas sugere que o soaking com ditionito de sédio e
sulfureto de sodio levou a formacdo de uma molécula de perdxido de hidrogénio ligada ao
centro activo da enzima. Os dados obtidos com o soak com perdxido de hidrogénio corroboram
esta hipotese, apesar de ndo serem suficientes para afirmar esta possibilidade. Assim, estudos
por espectroscopia de RPE foram efectuados em colaboracdo com o Dr. Pablo Gonzalez,
incubando a enzima com os mesmos agentes redutores em condigdes aerobias. Estes estudos,
recorrendo a spin-traps, mostraram que ndo se formam radicais superdéxido ou hidroxilo, o que

sugere que a molécula que coordena o centro activo é mesmo o peréxido de hidrogénio.

Deste modo prova-se que a incubacdo da DgAOR com Na,S,0, e Na,S gera espécies reactivas
de oxigénio (ROS), as quais se ligam ao centro activo da proteina, inibindo-a. Estes resultados
explicam os estudos cinéticos discutidos anteriormente, onde se concluiu que ocorre
inicialmente uma activacéo da proteina seguida de uma inactiva¢do. Quanto maior for o tempo
de incubacdo da proteina com estes agentes, mais ROS se formam e maior é esta inactivagdo. A
inactivacdo mais lenta em condigdes anaerObias também pode ser explicada, pois a
concentragdo de oxigénio molecular € muito menor, levando a produgdo mais lenta de ROS. A
causa da activacdo inicial da proteina ainda é desconhecida, sendo que a anélise das estruturas

cristalogréficas ndo revelou diferencas estruturais significativas que a possam explicar.

Os resultados obtidos sdo de enorme relevancia quando se considera a elevada homologia entre
esta proteina e outras da familia como a XO e a AO. O envolvimento da Xantina Oxidase na
producdo de ROS é conhecido, utilizando o oxigénio como aceitador final de electrdes ao nivel

do seu cofactor flavinico (FAD) e gerando radical superdxido.” As estruturas cristalograficas
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acido Urico

xantina

agente redutor + O,—H,0,

Figura 4.7. Comparagdo entre o metabolismo das ROS no caso da XO (A) e os resultados aqui
apresentados para a DgAOR (B). Cédigo de cores: Dominio do cofactor do Mo — verde; Dominio dos
centros Fe-S — vermelho; Dominio do cofactor flavinico (XO apenas) — amarelo. Representa¢do
esquematica preparada utilizando o programa Qutemol.'®
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determinadas e os dados cinéticos obtidos indicam que a DgAOR pode também estar envolvida
no metabolismo das ROS. No entanto, ao contrario do caso da XO, o mecanismo de producao
de ROS né&o é conhecido, sabendo-se apenas que o perdxido de hidrogénio se pode ligar ao seu
centro activo (Figura 4.7). Se o mesmo se verificar em relagdo a Aldeido Oxidase (AQO) de
mamiferos, a qual apresenta um papel importante de destoxificacdo de aldeidos altamente
reactivos, a sua inibicdo por ROS provenientes de processos inflamatérios ou do
envelhecimento pode levar a acumulagio de aldeidos e conduzir & carbonilagio de proteinas.®®®
Estas hipoOteses devem ser investigadas antes de se poderem tirar conclusdes relativas ao

mecanismo de accdo desta familia de enzimas.

4.1.4. Aldeido Oxidorredutase em complexo com substratos

Neste subcapitulo vdo ser analisados os resultados referentes aos ensaios de soaking com
benzaldeido, formaldeido, acetaldeido e xantina. O procedimento utilizado para a resolucéo
destas estruturas foi idéntico ao descrito no subcapitulo anterior (4.1.3). Todos 0s conjuntos de
dados recolhidos apresentados na Tabela 4.2 (subcapitulo 4.1.2) foram processados, a estrutura
foi resolvida e foi efectuado um ciclo de refinamento. No entanto apenas se prosseguiu com 0
refinamento de trés conjuntos de dados: DgAOR_benz ao fim de uma hora, DgAOR_form ao
fim de uma hora e DgAOR_acet ao fim de uma hora, todos obtidos em condigdes aerébias. Por
este motivo vdo ser apresentados os dados estatisticos apenas em relacdo a estes trés conjuntos
de dados.

4.1.4.1. Experiéncia de difrac¢io

Os varios conjuntos de dados de DgAOR foram recolhidos e processados no grupo espacial
P6,22, de acordo com os passos anteriormente descritos. As estatisticas referentes a este

procedimento encontram-se na Tabela 4.8.

Analisando os valores da tabela, verifica-se que os cristais sdo muito equivalentes, apresentando
estatisticas muito semelhantes. A maior diferenca observavel corresponde aos limites de
resolucdo, sendo que os cristais DgAOR _benz e DgAOR _acet difractaram a uma resolugéo
mais elevada (~1,5 A) do que o cristal DgAOR_form (~1,7 A).

Todos os parametros de qualidade do conjunto de dados (completeness, redundancia, I/o(l)
médio e Rmerge) €ncontram-se dentro dos valores éptimos, indicando uma boa estratégia de
recolha de dados e elevada qualidade dos cristais. Como é caracteristico dos cristais da DgAOR,

estes apresentam um contetido de solvente de 50% e uma molécula por unidade assimétrica.
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Tabela 4.8. Estatisticas de recolha de dados para os cristais DgAOR_benz, DgAOR_form e
DgAOR_acet. Os valores entre paréntesis correspondem a Ultima camada de resolucao.

Cristal DgAOR_benz DgAOR_form DgAOR_acet
Comprimento de onda (A) 0,976 0,976 0,976
Grupo espacial P6,22 P6,22 P6,22
ab=143.2 = =

Célula unitéria (A) c= 1622 a(’:b: 12?62 a(’:b: 12?64
Limites de resolucdo (A) (419;357i1f9% 57,90-1,69 49,51-1,50

, ’ (1,78-1,69) (1,58-1,50)
N° de reflexGes observadas (2% :1(75) %12252233 %1%03451?);
N° de reflexdes Unicas 158 223 (22898) 108 793 (15666) 154 851 (22 429)
Completeness (%) 99,9 (100,0) 100,0 (100,0) 99,5 (99,9)
Redundancia 5,7 (6,4) 10,0 (10,6) 6,5 (6,8)
/(1) médio 20,9 (7,7) 20,7 (6,1) 20,8 (7,9)
Rinerge” (%) 4,9 (21,0 6,5 (29,9) 5,2 (21,2)
VM - Parametro de Matthews (A%/Da) 2,47 2,47 2,47
Contelido de solvente® (%) 50,3 50,2 50,3

@) Rmerge =2 ki 2 il 1i (KD —=(T(KD) [/ D" 1 D i 1i (hkI) , onde 1;(hkl) é a intensidade integrada de

uma determinada reflexdo i e (I(hkl)) é a intensidade média de mdltiplas reflexdes relacionadas por

operacdes de simetria.

v
b)yvM = ZxMp '

onde V é o volume da célula unitaria, Z é o nimero de unidades assimétricas presentes

1,23

na célula unitaria e Mp é a massa molecular da proteina; Contetido de solvente = (1 — V—M) x 100

4.1.4.2. Resolucio das estruturas

Com o objectivo de calcular o &ngulo da fase de cada reflex&o e, consequentemente, os factores
de estrutura necessarios ao calculo da densidade electronica, utilizou-se o método de
substituicdo molecular, tendo-se recorrido ao programa PHASER. A estrutura utilizada como

modelo foi a que se usou anteriormente (Cédigo PDB: 1VLB *).

Através das funcOes de rotacdo e translacdo, foram encontradas solugdes para 0s trés conjuntos
de dados no grupo espacial P6,22, apresentando valores de LLG e Z-score bastante elevados
(Tabela 4.9). Analisando estes resultados verifica-se que as estruturas estdo resolvidas,
prosseguindo-se com a utilizagdo do programa DM e respectivo melhoramento da densidade

electronica calculada anteriormente.
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Tabela 4.9. Valores de Z-score e LLG para as fun¢des de rotacdo e translagdo obtidos utilizando o
programa PHASER, para os conjuntos de dados DgJAOR_benz, DgAOR_form e DgAOR_acet.

Conjunto de dados DgAOR_benz DgAOR_form DgAOR_acet
Z-score (rotagdo) 29,6 26,5 29,4
LLG (rotagdo) 579,8 558,0 577,4
Z-score (translagdo) 86,5 87,1 84,7
LLG (translagdo) 8 766,0 8 664,5 8769,0

4.1.4.3. Refinamento e validacao das estruturas

O refinamento das estruturas foi efectuado recorrendo ao programa REFMACS. Foi realizado
um refinamento inicial com adi¢do automatica de moléculas de agua pelo programa COOT para
todos os conjuntos de dados obtidos com benzaldeido, formaldeido, acetaldeido e xantina em
condicBes aerodbias e anaerdbias. Apos refinamento, a densidade electronica no centro activo de
todos os modelos foi inspeccionada. Os resultados obtidos, assim como os factores R € Ry € @
existéncia de densidade electrénica extra perto do centro activo sdo apresentados na Tabela
4.10.

Os factores R e Ry apresentados apds este refinamento inicial sdo bastante satisfatérios, tendo
possibilitado a interpretacdo dos mapas de densidade electronica resultantes com alguma
confianga. Em condicdes aerdbias verificou-se a presenca dos substratos no centro activo da
enzima em cristais com diferentes tempos de incubacdo, tendo-se seleccionado apenas uma
estrutura de cada para se prosseguir com o refinamento, como referido anteriormente. Nas
estruturas referentes aos cristais com xantina nao foi possivel observar densidade electrénica
extraordinaria no centro activo da enzima, confirmando a especificidade da DgAOR para a
ligacdo de aldeidos. Este resultado evidencia que, apesar de esta enzima apresentar o cofactor
pterinico e o centro de molibdénio muito semelhante a XO, o ambiente envolvente do centro

activo apresenta um papel crucial para a estabilizagdo das moléculas de substrato.

Para 0 benzaldeido confirmou-se que os ensaios de soaking ao fim de 1 e 3 horas resultaram,
tendo-se seleccionado o primeiro para se prosseguir o refinamento. Ao fim de 24 horas ndo se
verificou a presenga de densidade electronica extraordinaria no centro activo, o que pode ser
devido ao substrato ja ndo se encontrar no centro activo da enzima ao fim deste tempo, tendo

sido totalmente convertido em produto e libertado para fora do interior da proteina.
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Tabela 4.10. Resultados obtidos no centro activo de todos os conjuntos de dados recolhidos, ap6s um
refinamento inicial, assim como os factores R e Ry iniciais.

L Duracdodo Factor  Factor ]
Composto Condicdes ) Centro activo
soaking (h) R (%)  Riree (%)
Anel aromético na
Aerobias 1 18,54 22,42 o
proximidade do Mo
) Anel aromético na
Aerobias 3 18,71 23,03 o
proximidade do Mo
Benzaldeido
Aerobias 24 19,07 22,27 Vazio
_ Anel aromatico na
Anaerdébias 1 19,39 24,51 o
proximidade do Mo
Anaerdbias 1+4 15,90 20,46 Vazio
Densidade electronica
Aerobias 1 19,45 24,34 o
atipica ligada ao Mo
Formaldeido
] Densidade electronica
Anaerobias 1 16,77 21,33 o
atipica ligada ao Mo
) Densidade electronica
Aerobias 1 18,72 23,27 R
atipica ligada ao Mo
) Densidade electronica
Acetaldeido Aerobias 3 18,73 23,52 L
atipica ligada ao Mo
] Densidade electronica
Anaerébias 1+4 19,72 23,64 L
atipica ligada ao Mo
Aerobias 1 18,38 22,14 Vazio
Xantina Aerobias 24 19,05 23,34 Vazio
Anaerébias 1 16,41 20,09 Vazio

Relativamente ao formaldeido, apenas se obteve um conjunto de dados (duracdo de 1 hora) o

qual apresenta densidade electrénica perto do centro activo, sugerindo a presenca de uma

pequena molécula ligada ao molibdénio.

Tal como no caso do formaldeido, os resultados relativos ao acetaldeido ao fim de 1 e 3 horas

sugerem a presenca de outra pequena molécula no centro activo da enzima, observando-se
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densidade relativa a quatro atomos. A densidade electrdnica é idéntica para as duas estruturas,
tendo-se seleccionado o ensaio com duragdo de 1 hora para se prosseguir com o refinamento,

uma vez que este apresenta melhor resolucéo.

Em relacdo aos ensaios realizados em condi¢bes anaerdbias verificou-se que se obtiveram
resultados muito semelhantes aos obtidos para os ensaios aerdbios, observando-se densidade
electronica idéntica no centro activo. Estes resultados ndo eram esperados, pois na auséncia de
oxigénio ou de outro aceitador de electrdes a enzima ndo consegue completar o seu ciclo
catalitico, sendo mais provavel obter uma estrutura cristalografica onde se captura o seu
substrato interagindo com o centro activo. Tal pode ter ocorrido devido a ineficaz
desoxigenacdo das solugdes utilizadas para a realizacdo destes ensaios ou devido ao facto dos
cristais terem sido expostos ao oxigénio aquando da sua congelacdo. Por este motivo, ndo se
avangou com o refinamento destas estruturas, dando-se prioridade as estruturas aerébias. Novas
experiéncias serdo efectuadas dentro da cAmara anaerdbia mas, nessa altura, o congelamento dos
cristais também sera efectuado na auséncia de oxigénio. E de notar que a manipulacio de
cristais dentro da camara é uma tarefa ardilosa que, para o caso da DgAOR levou em
experiéncias anteriores a uma diminuicao significativa da resolugdo. Mesmo assim, novos

ensaios serdo realizados na tentativa de ultrapassar estas dificuldades.

Prosseguiu-se com o refinamento das trés estruturas mencionadas utilizando os programas
COOQT, para a visualizagdo e ajuste dos residuos, e REFMACS5, para o refinamento. Foram
efectuados ciclos de TLS e restrained refinement, tal como se procedeu para a estrutura descrita
anteriormente (DgAOR_H,0,). Este processo ainda estd em execucdo atendendo que 0s
resultados obtidos ainda estdo a ser avaliados. As estatisticas relativas ao refinamento actual

destas estruturas encontram-se na Tabela 4.11.

Observando os factores globais de avaliacdo de um modelo cristalogréafico, R € Ry, Verifica-se
que estes sdo muito semelhantes entre as trés estruturas, sendo ligeiramente mais elevados para
a estrutura DgAOR_form, diferenca esta devida a pior resolugdo apresentada. Tendo este factor
em consideracdo, todas as estruturas apresentam um factor R baixo (~13%), indicando que estdo
de acordo com os dados experimentais, assim como um factor R¢.. também baixo (15,60% e
15,61% para DgAOR_benz e DgAOR _acet e 16,87% para DgAOR_form) que indica a validade

do modelo em relacéo as reflexdes independentes ndo utilizadas no célculo da estrutura.

Tal como no caso da estrutura DgJAOR_H,0,, os valores de RMSD para o comprimento de
ligacdo encontram-se superiores ao ideal (0,025 A, 0,023 A e 0,027 A), o que significa que o
refinamento ndo foi muito rigoroso em relacéo as restricdes geométricas do modelo. Os valores
de RMSD para o angulo de liga¢do (2,68°, 2,31° e 2,66°) encontram-se dentro dos valores

aceites para estruturas de alta resolucéo.
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Tabela 4.11. Estatisticas de refinamento actuais para os modelos DgAOR_benz, DgAOR_form e
DgAOR_acet.

Conjunto de dados DgAOR_benz DgAOR_form  DgAOR_acet
Limites de resolucio (A) 49,58-1,49 57,90-1,69 49,51-1,50
Factor R (%) 12,96 13,45 12,85

Ne de reflexdes 150 228 103 277 146 999
Factor Ry (%) 15,60 16,87 15,61

N° de reflexdes (Ryree) 7930 5428 7762

N° de residuos 907 907 907

N° de 4&tomos 8479 8126 8534
RMSD para o comprimento de ligacéo (A) 0,025 0,023 0,027
RMSD para o angulo de ligagéo (°) 2,68 2,31 2,66

Apesar do refinamento ndo estar concluido para estas estruturas, os valores dos factores globais
da qualidade dos modelos indicam que se pode fazer uma avaliacdo do seu centro activo com

alguma confianca.
4.1.4.4. Caracterizacio das estruturas

As trés estruturas obtidas sdo globalmente muito semelhantes entre si e a estrutura nativa,
apresentando as caracteristicas ja discutidas para a estrutura DgAOR_H,0O, no subcapitulo
4.1.4.4. Tal pode ser confirmado pelos valores baixos de RMSD da sua superposicdo com a
estrutura nativa apresentados na Tabela 4.12.

Tabela 4.12. RMSD de superposicdo estrutural das estruturas DgAOR_benz, DgAOR_form e
DgAOR _acet com a estrutura nativa 1VLB, em relaco a todos os a&tomos da cadeia principal da proteina.

Estruturas DgAOR_benz DgAOR_form DgAOR _acet

RMSD (A) 0,148 0,148 0,149

Como verificado para a estrutura DgAOR_H,0, foram modelados ides Mg®* e CI e moléculas
de isopropanol nas mesmas posi¢des, assim como uma hidroxicisteina na posi¢do 271 da cadeia
polipeptidica. A principal diferenca nestas estruturas encontra-se no centro activo da enzima e

sua vizinhanga.

Para 0 caso da estrutura DgAOR_benz identificou-se densidade electronica que corresponde

claramente a um anel aromatico, estabilizado pelos residuos aromaticos Phe425 e Tyr535 que se
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encontram muito perto do centro activo, no local onde se encontra a molécula de isopropanol na
estrutura nativa 1VLB. A cadeia lateral destes residuos aromaticos estabelece interac¢des n-nt
com o anel aromético do benzaldeido, um efeito conhecido como empilhamento ou z-stacking,
numa conformacdo paralela deslocada (Figura 4.8). Apesar da alta resolucdo dos dados
experimentais, é impossivel identificar densidade electrénica correspondente ao grupo carbonilo
da funcdo aldeido da molécula, reconhecendo-se apenas uma porcdo de densidade electronica
extraordinaria na direcgdo do centro activo a qual podera pertencer ao atomo de carbono deste
grupo. Na Figura 4.9A apresenta-se uma hip6tese de orientacdo do benzaldeido com o dtomo de
oxigénio numa posi¢do onde ndo existe densidade electronica bem definida, na direccdo do
centro activo. Esta orientacdo, no entanto, implica uma distancia de apenas 1,44 A entre os
atomos de oxigénio do benzaldeido e do ligando equatorial 1abil do molibdénio. Esta distancia
tdo curta entre os atomos é muito pouco provavel, devendo ser analisada com cuidado. Outra
possibilidade é ter o anel numa segunda orientagdo onde o grupo carbonilo se encontra mais
afastado do centro activo (Figura 4.9B). Uma explicacdo para a fraca densidade do grupo
funcional aldeido nestes dados é a molécula apresentar-se em diferentes posi¢des nas varias

moléculas de proteina do cristal. Estudos por *C-RMN foram efectuados em colaboragéo com o

.. Phe425
\,

zo N

Benzaldeido

Figura 4.8. Estabilizacdo do anel aromatico do benzaldeido pelos residuos Phe425 e Tyr535. Cddigo de
cores: Carbono — ciano; Azoto — azul; Oxigénio — vermelho; Fésforo — laranja; Enxofre — amarelo;
Molibdénio — azul-esverdeado. Esta figura foi preparada utilizando o programa PyMOL.
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Benzaldeido

Benzaldeido

Glug69

Figura 4.9. Estrutura cristalogréfica do centro activo da amostra DGAOR_benz. Devido & incerteza da
posicdo do grupo carbonilo, a molécula de benzaldeido é aqui representada em duas conformagdes: (A)
com o grupo carbonilo orientado para o centro activo e (B) orientado numa direccéo oposta. Cddigo de
cores: Carbono — ciano; Azoto — azul; Oxigénio — vermelho; Enxofre — amarelo; Molibdénio — azul-
esverdeado. A azul esta representado o mapa 2mFo-DFc, com um contorno de lo. Esta figura foi
preparada utilizando o programa PyMOL.
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Dr. Pablo Gonzalez onde se confirmou que o Unico produto da reaccdo da DgAOR com o
benzaldeido é o &cido benzoico. Assim, nesta estrutura, apenas uma destas duas moléculas
poderdo corresponder a densidade electronica obtida. De modo a tentar esclarecer esta questao
vai-se proceder ao refinamento de todas as outras estruturas obtidas com benzaldeido até ao
momento, na tentativa de encontrar dados onde a visualizacdo e interpretagdo deste pormenor
seja mais facil. Também se irdo realizar novos soaks com diferentes concentracfes de

benzaldeido e outros andlogos de substratos para recolher novos dados cristalogréaficos.

7

Outra caracteristica interessante desta estrutura é a densidade electronica & qual se pensa
corresponder a uma segunda molécula de benzaldeido presente no canal de entrada dos
substratos, muito proxima da primeira molécula de benzaldeido (Figura 4.10). Provavelmente
relacionado com desordem, esta densidade electronica ndo é tdo clara como a primeira, sendo
dificil assegurar que a posicdo da molécula é a correcta, ou que se trata realmente de uma
molécula de benzaldeido. Mais ciclos de refinamento poderdo vir a melhorar esta zona da
proteina e elucidar este ponto. Caso venha a ser comprovado, este resultado da fortes evidéncias
sobre qual o caminho percorrido pelo substrato e produto de reac¢do aquando de um ciclo

catalitico.

_ Phe425
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Benzaldeido 2

Figura 4.10. Densidade electrénica relativa a uma putativa segunda molécula de benzaldeido, adjacente a
primeira, no canal de acesso ao centro activo. Codigo de cores: Carbono — ciano; Oxigénio — vermelho. A
azul esta representado 0 mapa 2mFo-DFc, com um contorno de 1o. Esta figura foi preparada utilizando o
programa PyMOL.
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Em relacdo a estrutura DgAOR_form identificou-se, no centro activo da enzima, densidade
electrdnica correspondente a trés atomos ligados directamente ao &tomo de molibdénio no local
de ligacdo do ligando labil OH/OH,, no mesmo local onde se liga a molécula de arsenito em
estudos realizados anteriormente.* Foi entio modelada uma molécula de formato, produto da
reaccdo entre a DgAOR e o formaldeido, com uma coordenagdo ao molibdénio através de um
atomo de oxigénio, a 2,09 A de distancia (Figura 4.11). Ap6s um ciclo de refinamento,
verificou-se que o factor B para este atomo de oxigénio é semelhante aos atomos vizinhos (~18
A?), enquanto que, para os 4tomos de carbono e oxigénio mais afastados do centro, é um pouco
mais elevado (aproximadamente 27 e 21 A? respectivamente). Estes valores sugerem que esta
molécula pode ndo estar presente em todas as moléculas de proteina no cristal, sendo que nas
restantes se encontra o ligando OH/OH,, na posi¢cdo mais proxima do molibdénio. O oxigénio
mais afastado do molibdénio encontra-se a uma distancia de 2,75 A de uma molécula de agua da
cadeia de &guas conservadas que se encontra perto do centro activo e se pensam estar

envolvidas no mecanismo de reac¢do da DgAOR e com o Glu869 a 2,74 A.

Figura 4.11. Estrutura cristalografica do centro activo da amostra DgAOR_form. Todas as distancias
apresentadas estdo em A. Cadigo de cores: Carbono — ciano; Azoto — azul; Oxigénio — vermelho; Enxofre
—amarelo; Molibdénio — azul-esverdeado. A azul esta representado 0 mapa 2mFo-DFc, com um contorno
de 1o. Esta figura foi preparada utilizando o programa PyMOL.
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Apesar dos resultados obtidos serem bastante convincentes em relacdo a orientacdo deste
substrato no centro activo da enzima, tem que se ter em consideragéo o facto do formaldeido em
solucdo aquosa formar metileno glicol com uma constante de equilibrio elevada, sendo que
cerca de 80% do formaldeido em solugdo se apresenta nesta forma (Figura 4.12). Como
cristalograficamente ndo se consegue distinguir os atomos de hidrogénio a esta resolucéo, é
dificil diferenciar entre o formato e o metileno glicol, sendo que as diferengas mais importantes
entre as duas moléculas correspondem ao angulo e comprimento de ligagdo. Enquanto que, para
o0 formato, o angulo formado pelos trés atomos deve ser de 120° e o comprimento das ligagoes
de cerca de 1,2 A, para o metileno glicol estes devem ser de 104° e 1,4 A, respectivamente.
Segundo uma pesquisa na base de dados de ligandos Cambridge Structural Database (CSD), é
mais provavel que exista uma ligacdo entre o &tomo de molibdénio e um grupo carboxilico do
que com um grupo oxo. Esta informagdo corrobora a hipdtese de estarmos na presenca de
formato ndo se podendo, no entanto, descartar a outra possibilidade para a interpretacdo da

densidade electrénica.

—1n3
H K=10 Ho,  ,OH
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Figura 4.12. Representacdo esquematica da reaccdo de hidratacdo do formaldeido em solucdo aquosa,
originando metileno glicol.

Relativamente a estrutura DgAOR _acet obtiveram-se resultados muito semelhantes a estrutura
DgAOR_form, nomeadamente densidade electronica relativa a presenga de quatro a&tomos no
mesmo local de ligagdo ao molibdénio. Neste local foi modelada uma molécula de acetato,
produto da reaccdo entre a DgAOR e o acetaldeido, coordenada ao Mo através de um dos
atomos de oxigénio a uma distancia de 1,94 A (Figura 4.13). Os factores B desta molécula ap6s
refinamento estdo semelhantes aos atomos vizinhos (~9 A?), indicando que a molécula esta
presente com um factor de ocupacdo de 1. O atomo de oxigénio que ndo se encontra coordenado
com o molibdénio encontra-se a distancia de ligag4o de hidrogénio (2,85 A) com uma das &guas

conservadas perto do centro activo da enzima e com o Glug69 a 2,70 A.

Quando comparando os resultados das estruturas DJAOR_form e DgAOR _acet observa-se uma
sobreposi¢do quase perfeita da densidade relativa aos dois produtos, com a excepgdo da
densidade relativa ao grupo metilo do acetato que ndo estd presente no formato. Esta
comparacdo permite reforgar a ideia que a molécula observada na primeira estrutura é realmente
o formato, pois estas duas moléculas apresentam a mesma geometria em relacdo ao

comprimento e angulo das ligacdes.
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Figura 4.13. Estrutura cristalografica do centro activo da amostra DgAOR_acet. Todas as distancias
apresentadas estdo em A. Cadigo de cores: Carbono — ciano; Azoto — azul; Oxigénio — vermelho; Enxofre
— amarelo; Molibdénio — azul-esverdeado. A azul esta representado 0 mapa 2mFo-DFc, com um contorno
de 1o. Esta figura foi preparada utilizando o programa PyMOL.

Uma vez refinadas, estas trés estruturas vao fornecer informacdes importantes em relacdo ao

mecanismo de reac¢do da enzima com os diversos tipos de substratos que esta catalisa.

4.2. Tripsina de Bos taurus

Foram realizados estudos por cristalografia de varios inibidores desenhados para a inibicdo da
urocinase em complexo com a tripsina, pois esta é uma proteina da mesma familia, sendo um

modelo cristalografico muito estudado.
4.2.1. Ensaios de cristalizacao

Das condicGes inicialmente testadas utilizando a tripsina na presenca de benzamidina,
obtiveram-se cristais em todas as condi¢cdes (4, 15, 20, 30 e 31 do screen de cristalizacdo
Crystal Screen HT da Hampton Research). As condices 15, 30 e 31 levaram a formacdo de
cristais em apenas 24 h e, apesar de os cristais obtidos serem todos semelhantes, os da condi¢do
15 aparecem em maior numero (Figura 4.14).
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Figura 4.14. Cristais de tripsina em complexo com benzamidina utilizando as condi¢fes 15 (A) e 31 (B).
Estas condigdes apresentam PEG 3350 ou PEG 8000 como agentes precipitantes, sulfato de aménio €, no
caso da condicéo 15, tampdo cacodilato de sddio a pH = 6,5.

Uma semana ap0s a preparacdo das gotas apareceram cristais nas condi¢des 4 e 20 em menor
guantidade e com uma forma semelhante. Devido ao facto de aparecerem cristais com maior
facilidade nas condicGes anteriores, estas foram seleccionadas para os testes de cristalizacdo da

tripsina com os compostos inibidores AB1, AB11, SR5, JS62 e JS67. Adicionalmente, o facto

Figura 4.15. Cristais de tripsina incubada com os compostos AB1 (A), AB11 (B), JS62 (C) e SR5 (D),
obtidos utilizando a condicdo de cristalizagdo 15. Os cristais obtidos para a tripsina incubada com o
composto JS67 sdo idénticos aos com SR5.
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de a condicdo 4 apresentar uma concentracdo muito elevada de sulfato de amonio potencia a
possibilidade de se formarem cristais de sal. Caso os cristais obtidos nas condig¢des 15, 30 e 31
apresentem fraca difraccdo, podem ser testadas as condicdes 4 e 20. Os cristais obtidos na
presenca de benzamidina foram utilizados para testar soluces crio-protectoras tendo-se
chegado a conclusdo que os cristais difractam melhor utilizando 25% de glicerol ou paratona
como agente crio-protector.

A tripsina a 60 mg/mL foi incubada com os compostos e foram realizados novos ensaios de
cristalizagdo. Apds um dia apareceram numerosos cristais nas gotas com AB1, AB11 e JS62 nas
condicbes 15 e 31. Estes cristais, apresentam-se em duas formas provavelmente devido a
pertencerem a grupos espaciais diferentes (forma de prisma e forma mais arredondada) (Figura
4.15). Para os compostos SR5 e JS67 apareceram cristais ao fim de uma semana, em menor
guantidade, tamanho inferior e em forma de prisma. Foram congelados cristais das duas formas

Tabela 4.13. Resumo das condi¢des testadas e dos resultados obtidos na experiéncia de difraccdo para a
tripsina.

*Designagao pela qual vao ser referidas as estruturas relativas a cada composto ao longo da discussdo

Designacéo ao Forma Resultado da

Composto o Agente crio-protector . n
longo do texto* P cristalina g P difraccéo
Glicerol Res. max. 1,42 A
Prisma
Trip_AB1 AB1 Paratona Né&o difractou
Arredondada Glicerol Res. max. 2 A
Glicerol Ma difraccéo
Trip_AB11 AB11 Prisma
Paratona Res. max. 1,15 A
Glicerol Res. max. 1,17 A
Trip_SR5 SR5 Prisma
Paratona Ma difraccéo
Glicerol Ma difraccao
Prisma
Paratona Nao difractou
Trip_JS62 JS62
Glicerol Res. max. 1,3 A
Arredondada
Paratona N&o foi medido
Trip_JS67 JS67 Prisma Glicerol Res. max. 1,12 A
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cristalinas para cada composto utilizando tanto solucdo crio-protectora com glicerol como
paratona e foram medidos utilizando radiacdo de Sincrotrdo na linha 1D29 do ESRF (Tabela
4.13). Verifica-se que foi possivel obter difraccdo a alta resolugdo para ambas as formas
cristalinas, assim como para todos 0s compostos testados. Nos proximos subcapitulos serdo
discutidos o processamento dos dados e resolucéo das varias estruturas.

4.2.2. Experiéncia de difrac¢ao

Foi seleccionado o conjunto de dados com maior resolucdo para cada composto, os quais foram
processados utilizando os programas MOSFLM ou XDS.*” As reflexdes foram indexadas e
integradas e as constantes da célula foram refinadas. Utilizou-se o programa POINTLESS para
determinar o grupo espacial, verificando-se que os cristais Trip_AB1, Trip_AB11, Trip_JS67 e
Trip_SR5 com forma de prisma pertencem ao sistema cristalino ortorrdmbico e ao grupo
espacial P2,2,2; e que os cristais de Trip_AB1 e Trip_JS62 com forma cristalina arredondada
pertencem ao sistema cristalino trigonal e ao grupo espacial P3;21. Entre o0s cristais que
difractaram da condicéo Trip_AB1, foi seleccionado o que apresenta uma maior resolugdo (1,42
A) para se resolver a estrutura. Na Figura 4.16 encontram-se dois padrbes de difraccio
correspondentes a dois cristais com grupos espaciais diferentes (Trip_AB1 com forma de
prisma, pertencente ao grupo espacial P2,;2,2;, e Trip_JS62 com forma arredondada,
pertencente ao grupo espacial P3,21).

De seguida, recorreu-se ao programa SCALA para escalar os dados e analisar a qualidade dos
cristais. Uma por¢do dos dados (5%) foi separada para calculo do factor Rse aquando do

refinamento. As estatisticas referentes a este procedimento encontram-se na Tabela 4.14.

Comparando os resultados obtidos para os varios cristais verifica-se que todos apresentam um
valor de completeness bastante elevado (~98% ou superior), assim como um valor de
redundancia superior a 3, indicando uma boa estratégia de recolha de dados. Os valores de 1/c(l)
médio sdo particularmente elevados na Gltima camada de resolugdo para os conjuntos de dados
Trip_AB1, Trip_JS67 e Trip_SR5, sendo que estes poderiam ter sido recolhidos a uma
resolugdo ainda maior, o que é confirmado pelos valores baixos de Rpyerge Na Ultima camada de

resolucdo para estes conjuntos.

Em relacdo ao contetido de solvente, este é mais elevado para os cristais pertencentes ao sistema
cristalino ortorrémbico (entre 43% e 45%) e mais baixo para o cristal pertencente ao sistema
cristalino trigonal (37%), sendo que todos os cristais apresentam apenas uma molécula de

proteina por unidade assimétrica.
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Figura 4.16. Exemplos de dois padrdes de difraccdo dos cristais Trip_ AB1 (A) e Trip_JS62 (B).

Resolucio maxima de 1,42 e 1.30 A, respectivamente.
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Tabela 4.14. Estatisticas de recolha de dados para os varios cristais de tripsina. Os valores entre
paréntesis correspondem a Ultima camada de resolugao.

Cristal Trip_AB1 Trip_AB11  Trip_JS62  Trip_JS67  Trip_SR5
g)mp”me"to de onda 0,976 0,976 0,976 0,976 0,976
Grupo espacial P2,2,2, P2,2,2, P3,21 P2:2:2, P2:2:2,
a=545 a=>54,7 ab=544 a=>54,2 a=>54,3
Célula unitéria (A) b =56,7 b =584 C’_"107 '9 b=58,1 b =58,1
c=66,5 c =664 S c=66,9 c=66,9
Limites de resolucdo 43,15-1,42 34,21-1,15 47,07-1,30 28,97-1,12 34,11-1,17
(A) (1,50-1,42)  (1,22-1,15)  (1,37-1,30) (1,18-1,12) (1,24-1,17)
Ne de reflexdes 175 487 270 257 275 239 315909 278 277
observadas (26 078) (39 246) (39 744) (45 678) (40 620)
N de reflexdes Gnicas 39 086 74 063 46 181 82 295 69 708
(5 637) (10 687) (6 618) (11 871) (10 109)
Completeness (%) 99,4 (99,4) 98,5 (98,3) 99,9 (99,9) 99,4 (99,5) 97,9(98,1)
Redundancia 4,5 (4,6) 3,6 (3,7) 6,0 (6,0) 3,8(3,8) 4,0 (4,0)
I/5(1) médio 22,3 (11,9) 11,2 (3,7) 19,2 (4,8) 16,1(7,2)  17,2(9,5)
Rmergea (%) 3,8(9,6) 5,4 (31,2) 4,3 (36,3) 4,4 (16,3) 4,4 (13,6)
VMP - Parametro de
Matthews (A3/Da) 2,17 2,24 1,94 2,22 2,23
. b
Conteuldo de solvente 3.4 451 36.7 4.7 448

(%)

(@) Rrerge =2 i 2 il 1i (kD) —=(1(hkD) /D" pia > i 15 (hkI) , onde 1i(hkl) é a intensidade integrada de
uma determinada reflexdo i e (I(hkl)) é a intensidade média de mdltiplas reflexdes relacionadas por

operacOes de simetria.
(b) VM = —~

ZxMp '

onde V é o volume da célula unitaria, Z é o nimero de unidades assimétricas presentes

. Y ) . , 1,23
na célula unitaria e Mp é a massa molecular da proteina; Contetdo de solvente = (1 — W) x 100

4.2.3. Resolucao das estruturas

Para o calculo dos angulos da fase necessarios para a resolucdo da estrutura, foi utilizado o
método de substituicdo molecular, pois a estrutura desta proteina ja é conhecida. Assim,
seleccionou-se a estrutura com o codigo 1S0Q, que se encontra depositada no PDB, como
modelo. Esta estrutura apresenta uma resolucdo bastante elevada de 1,02 A, encontra-se no

grupo espacial P2;2,2; e apresenta apenas um ido célcio como ligando. Procedeu-se a remogédo
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deste ligando e de todas as moléculas de &gua da estrutura, utilizando-se apenas a cadeia

peptidica da proteina para a resolugdo das estruturas.

Foi entdo usado o programa PHASER para calcular os angulos da fase necessarios para o
calculo dos factores de estrutura, usando as funcdes de rotagdo e translagdo para procurar uma
molécula de proteina na unidade assimétrica. Foram encontradas solugdes nos grupos espaciais
previamente determinados, apresentando valores de LLG e Z-score que indicam que as
estruturas dos 5 cristais foram resolvidas (Tabela 4.15). De seguida, recorreu-se ao programa
DM para melhorar a densidade electronica calculada anteriormente, através de métodos de
flattening de solvente.

Tabela 4.15. Valores de Z-score e LLG para as fungdes de rotacdo e translacdo obtidos utilizando o
programa PHASER, para todos os conjuntos de dados de tripsina.

Conjunto de dados Trip_AB1 Trip_AB11 Trip_JS62 Trip_JS67 Trip_SR5

Z-score (rotacao) 24,3 27,4 19,4 26,1 26,7
LLG (rotacéo) 367,5 435,9 209,8 407,7 409,8
Z-score (translacao) 39,5 32,3 39,7 29,6 30,0
LLG (translagdo) 3040 3630 2979 3550 3565

4.2.4. Refinamento das estruturas

As estruturas foram refinadas utilizando o programa REFMACS5, tendo sido feito um
refinamento inicial com adicdo de moléculas de agua pelo programa COOT. Apds este
refinamento, os mapas de densidade electrénica foram inspeccionados tomando especial atengdo
ao centro activo da enzima. Foi possivel observar densidade electrénica correspondente aos
respectivos compostos para os conjuntos de dados Trip_AB1 e Trip_JS62, alguma densidade
electrénica extraordinaria para os conjuntos de dados Trip_SR5 e Trip_JS67 e nenhuma
densidade electrénica extra no centro activo do conjunto de dados Trip_AB11. O facto de ndo
haver densidade electronica referente ao inibidor para este conjunto de dados pode significar
que este ndo se liga & tripsina ou que a incubacéo seguida de cristalizagdo do complexo néo foi
eficaz. Por este motivo abandonou-se o refinamento da estrutura Trip_AB11 e prosseguiu-se
para as restantes quatro estruturas. Este refinamento foi efectuado utilizando o programa COOT
para ajustar o modelo a densidade electronica e o programa REFMACS para recalcular o0s
angulos da fase, repetindo-se este processo até se obterem modelos que expliquem da melhor

forma a densidade electronica. O passo de refinamento das estruturas ainda ndo se encontra
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concluido, pois 0 seu centro activo ainda estd sob avaliagdo. As estatisticas relativas a este

refinamento encontram-se na Tabela 4.16.

Tabela 4.16. Estatisticas de refinamento actuais para os modelos Trip_AB1, Trip_JS62, Trip_JS67 e
Trip_SR5.

Conjunto de dados Trip_AB1 Trip_JS62 Trip_JS67 Trip_SR5
Limites de resolucio (A) 43,15-1,42 47,07-1,30 43,84-1,12 43,84-1,17
Factor R (%) 14,8 14,93 14,01 14,02
N° de reflexdes 37078 43793 78 107 66 124
Factor Ry (%) 17,4 17,71 15,50 15,94
NC de reflexdes (Rye) 1955 2341 4116 3527
NC de residuos 223 223 223 223

N° de &tomos 2139 2 052 2226 2199
RMSD para o comprimento de 0,028 0,029 0,34 0,033
ligagdo (A)

RMSD para o angulo de

L 2,67 2,96 2,73 2,74
ligacéo (°)

Analisando os factores R e Rgee das quatro estruturas verifica-se que estes estdo dentro dos
valores aceites, o que significa que as estruturas estdo bem resolvidas, explicando
satisfatoriamente as reflexdes obtidas. Os modelos Trip_JS67 e Trip_SR5 apresentam valores
mais baixos destes pardmetros, pois tém uma maior resolucéo, sendo de esperar mais facilidades
na modelacéo dos detalhes mais finos das estruturas devido a qualidade dos mapas de densidade

electrénica.

Os valores de RMSD para o comprimento de ligacao sdo superiores ao valor ideal indicando um
baixo rigor no refinamento em relagdo as restricdes geométricas. No entanto, como visto pela
analise dos factores R e Rye, 05 modelos explicam os dados experimentais, sendo dificil
melhorar os valores de RMSD. No que toca ao angulo de ligacdo os valores encontram-se

dentro dos valores ideias, ndo excedendo os 3°.

Tendo em mente que o refinamento das estruturas ndo se encontra concluido, no préximo

subcapitulo é feita uma caracterizacdo preliminar da sua estrutura global do seu centro activo.
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4.2.5. Caracterizacao das estruturas

A tripsina apresenta uma estrutura globular com um didmetro aproximado de 40 A. A sua
estrutura secundaria apresenta dois barris-B, conforme descrito anteriormente (subcapitulo
1.2.3.1). As estruturas sdo semelhantes a estrutura nativa, apresentando valores baixos de
RMSD para a superposicao das estruturas (Tabela 4.17), sendo que as estruturas Trip_AB1 e
Trip_JS62 apresentam valores mais elevados comparando com as estruturas Trip_JS67 e
Trip_SR5. Este resultado indica que ocorreram alteracGes conformacionais mais acentuadas nas
duas primeiras estruturas. Assim, foi possivel encontrar diferencas em relagdo a algumas cadeias
laterais que se encontram em posic¢des diferentes, ou apresentam conformacdes alternadas, nao
existentes na estrutura nativa. Foram também modeladas moléculas de glicerol, PEG e ides Cl e
S0,* em quantidades variaveis nas diferentes estruturas.

Tabela 4.17. RMSD de superposi¢do estrutural das estruturas Trip_ AB1, Trip_JS62, Trip_JS67 e
Trip_SR5 com a estrutura nativa 1S0Q, em relagéo a todos os atomos da cadeia principal da proteina.

Estruturas Trip_AB1 Trip_JS62 Trip_JS67 Trip_SR5

RMSD (A) 0,227 0,235 0,168 0,155

Figura 4.17. Coordenacdo octaédrica do id0 Ca®* no Calcium-binding site da tripsina. Este estabelece
ligacBes de hidrogénio com os residuos Glu70, Asn72, Val75 e Glu80 e duas moléculas de agua
conservadas. Codigo de cores: Carbono — ciano; Azoto — azul; Oxigénio — vermelho; Célcio — amarelo. A
azul esta representado 0 mapa 2mFo-DFc, com um contorno de 1o. Esta figura foi preparada utilizando o
programa PyMOL.
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Todas as estruturas apresentam um ido Ca®" coordenado por 4tomos de oxigénio dos residuos
Glu70, Asn72, Val75 e Glu80 e por duas moléculas de agua conservadas (Figura 4.17), no
denominado Calcium-binding site. Este ido confere estabilidade a proteina, evitando a sua auto-
degradagéo.

Nas estruturas obtidas verifica-se a presenca de seis pontes de dissulfureto, no entanto é possivel
observar conformacdes alternadas para a cadeia lateral de algumas cisteinas, indicando que estas
pontes foram quebradas numa percentagem das moléculas de proteina presentes nos cristais. A
quebra destas ligacGes (Figura 4.18) deve ser resultado da radiagéo ionizante dos raios-X de alta
intensidade, como ja foi descrito na literatura para esta proteina."™

Figura 4.18. Conformacdo alternada observada para a Cys220, originada por quebra da ponte de
dissulfureto. Codigo de cores: Carbono — ciano; Enxofre — amarelo. A azul esta representado o mapa
2mFo-DFc, com um contorno de 1o. Esta figura foi preparada utilizando o programa PyMOL.

E também possivel observar, em todas as estruturas resolvidas, uma quebra da cadeia
polipeptidica principal, entre a Prol52 e o Aspl53 (Figura 4.19). Estes aminoacidos estdo
situados no autolysis loop da tripsina, 0 que indica que ocorreu auto-degradacdo das moléculas
de proteina presentes no cristal. Este fendbmeno pode ser indicativo da fraca poténcia dos
inibidores testados relativamente a tripsina, pois indica que existe actividade catalitica na
mistura. Este resultado pode também ser devido a ineficacia do procedimento de incubagdo com

os varios inibidores, o qual pode néo ter sido feito de modo a evitar a autélise.

Nos préximos subcapitulos vdo ser analisados os centros activos das quatro estruturas

individualmente.
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Aspl53

Figura 4.19. Quebra da ligacdo entre a Prol52 e o Aspl53 no autolysis loop da tripsina. O grupo
carbonilo da Pro152 apresenta conformacdo alternada. Codigo de cores: Carbono — ciano; Azoto — azul;
Oxigénio — vermelho. A azul esta representado 0 mapa 2mFo-DFc, com um contorno de 1. Esta figura
foi preparada utilizando o programa PyMOL.

4.2.5.1. Tripsina em complexo com AB1

Analisando o centro activo da estrutura Trip_AB1 foi possivel identificar densidade electronica
correspondente ao composto AB1. No entanto, ao se introduzir este composto e refinar a
estrutura foi possivel visualizar, por inspeccdo dos mapas 2F,-F. e F,-F., densidade electronica
extraordinaria perto dos grupos hidroxilo ligados ao 4&tomo de boro do composto. Este resultado
é inesperado pois mostra que a estrutura inicial do composto ndo corresponde a considerada. No
entanto também pode indicar que o composto inicial reagiu com a proteina ou algum
componente da solucédo de cristalizagdo tendo-se formado um sub-produto que ficou a interagir
com o centro activo da enzima. De modo a tentar explicar a densidade electronica encontrada,
foram adicionados dois grupos CH; ligados aos grupos hidroxilo e entre si, formando um anel.
A estrutura foi refinada, resultando em mais densidade electronica adjacente a estes atomos.
Foram adicionados mais dois grupos metilo e obteve-se a estrutura representada na Figura 4.20.
Com a excepcdo destes atomos adicionais, os valores dos factores B dos &atomos
correspondentes ao composto sdo semelhantes entre si (entre 8 e 13 A% e em relacdo aos
residuos do centro activo (entre 7 e 11 A?). Os quatro carbonos adicionados apresentam factores

B mais elevados (entre 15 e 24 A%), o que sugere que estes poderdo ndo estar presentes em todas
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as moléculas do cristal. Este modelo explica os dados experimentais apesar de ndo se conseguir
assegurar que corresponda a realidade. De modo a se determinar qual o motivo deste resultado,
pretende-se realizar estudos por espectroscopia de ‘H-RMN do composto antes de este ser
incubado com a proteina. Assim, espera-se determinar se o composto inicial corresponde a
forma com os grupos hidroxilo livres e se a densidade obtida é o produto de uma reac¢do
inespecifica entre o inibidor e a proteina. Também pode ser o caso de, depois da sintese, este
composto se ter degradado para formar outro diferente que também pode interagir com a
proteina, inibindo-a. Este assunto merece uma discussdo aprofundada com o0s nossos

colaboradores que sintetizam os compostos, de modo a esclarecer estas davidas.

y

Figura 4.20. Estrutura cristalogréfica do centro activo da amostra Trip_ABl. Todas as distancias
apresentadas estdo em A. Cadigo de cores: Carbono — ciano; Azoto — azul; Oxigénio — vermelho; Enxofre
—amarelo; Boro — rosa. A azul esté representado o mapa 2mFo-DFc, com um contorno de 1o. Esta figura
foi preparada utilizando o programa PyMOL.

Em todo o caso, procedeu-se a analise das interaccBes entre a proteina e o ligando. A serina
catalitica esta coordenada ao atomo de boro, como esperado, a uma distancia de 1,54 A. E
possivel observar vérias interaccGes entre 0 composto e a proteina a distancia de ligacdo de
hidrogénio. O grupo amina da Gly193, parte do oxyanion hole que estabiliza o intermediario
tetraédrico da reaccdo catalisada, estd a 2,74 A de distancia de um dos oxigénios ligado ao
atomo de boro. O outro oxigénio estabelece uma ligacéo de hidrogénio com uma das moléculas
de &gua conservadas nas estruturas (2,71 A). Por dltimo, os grupos amina do composto

90



Estudos estruturais de interac¢Oes proteina-ligando: Aldeido Oxidorredutase e Tripsina

encontram-se a distancia de ligacdo de hidrogénio do grupo carboxilico da cadeia lateral do
Asp189, responsavel pelo reconhecimento do local de corte da tripsina, assim como do grupo
hidroxilo da Ser190 e do oxigénio do grupo carbonilo da cadeia principal da Gly219. Estas
interaccOes encontram-se representadas na Figura 4.21. Comparando a estrutura do composto
AB1 com o AB11, verifica-se que a Unica diferenca entre estes dois inibidores é a presenca de
um grupo metilo ligado a um dos grupos amina. Dado que, para 0 composto AB11 ndo se
verificou ligacdo a proteina, é provavel que esta metilagdo esteja a impedir a interacgdo dos
grupos amina com o Aspl189. Este resultado destaca a importancia que este residuo tem na
especificidade da interaccdo de ligandos, quer inibidores, quer cadeias polipeptidicas, na
actividade da protease. Mais ainda, estes dados cristalograficos sdo uma base sélida para o
desenho de novos compostos com um poder inibidor mais acentuado, contribuindo para o

desenvolvimento desta area de investigacao.

X X
Gly 193 \ /
NH /K———)\
271 A
e} O -=---- H,0
\B/ 2

/

1.54 A

S Gly 219

Ser 190

Figura 4.21. Representacdo esquematica do composto AB1 no centro activo da tripsina. A tracejado estdo
representadas todas as ligacOes de hidrogénio entre o composto e a proteina e moléculas de agua
conservadas. Representados por X encontram-se atomos ndo identificados para os quais foi possivel
observar densidade electrdnica.
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4.2.5.2. Tripsina em complexo com JS62

No centro activo da estrutura Trip_JS62 observou-se densidade electrénica relativa ao composto
JS62, o qual foi modelado. Este encontra-se coordenado a serina catalitica pelo &tomo de boro.
N&o é possivel observar densidade electrénica relativa aos grupos metilo da unidade pinacol,
devido possivelmente a sua desordem nas varias moléculas do cristal (Figura 4.22). O composto
encontra-se na mesma posicdo do composto AB1, revelando o mesmo tipo de interac¢fes com a
proteina (Figura 4.23). O 4tomo de boro encontra-se a 1,50 A de distancia do grupo hidroxilo da
serina catalitica. Os oxigénios ligados ao boro fazem ligagdes de hidrogénio com a Gly193 e
uma &gua conservada, a 2,77 e 2,64 A de distancia, respectivamente. Um dos grupos amina do
composto estabelece ligacbes de hidrogénio com um dos oxigénios do grupo carboxilico do
Aspl89 e com o grupo hidroxilo da Serl190, enquanto o outro grupo amina do composto
estabelece ligacfes de hidrogénio com o outro oxigénio da cadeia lateral do Asp189, com o
oxigénio do grupo carbonilo da cadeia principal da Gly219 e com uma molécula de agua
conservada. Apos refinamento das estruturas, estas vdo ser analisadas em comparacdo com
estruturas de tripsina inibida com compostos de boro previamente descritas na literatura, com o

objectivo de tracar conclusGes em relacéo a especificidade e eficacia dos compostos em estudo.

Figura 4.22. Estrutura cristalografica do centro activo da amostra Trip_JS62. Todas as distancias
apresentadas estdo em A. Cadigo de cores: Carbono — ciano; Azoto — azul; Oxigénio — vermelho; Enxofre
— amarelo; Boro — rosa. A azul esta representado 0 mapa 2mFo-DFc, com um contorno de 1o. Esta figura
foi preparada utilizando o programa PyMOL.
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Figura 4.23. Representacdo esquematica do composto JS62 no centro activo da tripsina. A tracejado
estdo representadas todas as ligagBes de hidrogénio entre o composto e a proteina e moléculas de agua
conservadas.

4.2.5.3. Tripsina em complexo com JS67

Na estrutura Trip_JS67, apesar de se observar densidade electronica no centro activo da enzima,
esta ndo corresponde ao composto JS67. Apos refinamento de toda a estrutura e consequente
melhoramento da densidade electronica, modelou-se um ido sulfato perto da serina catalitica, o
qual esta a interagir com o oxyanion hole. Mais afastada encontra-se densidade relativa ao que
se pensa ser um produto de degradacdo do composto o qual ainda ndo foi modelado (Figura
4.24).

4.2.5.4. Tripsina em complexo com SRS

O caso da estrutura Trip_SR5 é semelhante ao anterior (Trip_JS67) onde também se observa
densidade electrdnica correspondente a um ido sulfato a interagir com os residuos que formam o
oxyanion hole (Figura 4.25), assim como densidade electrénica que se pensa corresponder a

produtos de degradagdo do composto.
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Figura 4.24. Estrutura cristalografica do centro activo da amostra Trip_JS67. N&o foi modelado nenhum
composto no centro activo, sendo possivel observar alguma densidade electrénica. Foi modelado um ido
sulfato perto da serina catalitica e do oxyanion hole. Cédigo de cores: Carbono — ciano; Azoto — azul;
Oxigénio — vermelho; Enxofre — amarelo. A azul estéa representado o0 mapa 2mFo-DFc, com um contorno
de 1. Esta figura foi preparada utilizando o programa PyMOL.

-

Figura 4.25. Estrutura cristalografica do centro activo da amostra Trip_SR5. Nao foi modelado nenhum
composto no centro activo, sendo possivel observar alguma densidade electrénica. Foi modelado um iéo
sulfato perto da serina catalitica e do oxyanion hole. Codigo de cores: Carbono — ciano; Azoto — azul;
Oxigénio — vermelho; Enxofre — amarelo. A azul esta representado 0 mapa 2mFo-DFc, com um contorno
de 1o. Esta figura foi preparada utilizando o programa PyMOL.
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E de notar que estas estruturas (Trip_JS67 e Trip_SR5) foram as que demoraram mais tempo a
cristalizar, sendo que os cristais obtidos eram de menores dimensdes e difractavam a maior
resolucdo. Apesar de os conjuntos de dados recolhidos serem melhores do que para as outras
estruturas inibidas, a interpretacdo do centro activo da enzima é mais dificil. A estabilidade ou
capacidade inibitoria dos préprios compostos devem ser responsaveis por estas diferencas sendo
necessarios mais estudos cinéticos e de caracterizacdo estrutural para interpretar estes
resultados. No entanto, os resultados obtidos apontam para uma especificidade maior por parte
dos compostos de boro (AB1 e JS62) que se ligam & serina catalitica, em contraste com o0s

compostos JS67 e SR5 que ndo tém boro na sua estrutura.
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Capitulo 5

Conclusoes e Perspectivas futuras
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A cristalografia de raios-X é uma ferramenta poderosa na caracterizacdo de interacgdes entre
ligandos e proteinas, bem como aspectos especificos da sua estrutura. Neste trabalho foi
possivel cristalizar a DgAOR e a tripsina em quantidades suficientes para se estudar a sua
interaccdo com diversos compostos, através da resolucdo e analise de estruturas de alta

resolugéo.

A DgAOR é uma enzima de molibdénio que funciona como modelo para se estudarem outras
proteinas da sua familia com elevada homologia, como a Xantina Oxidase ou a Aldeido
Oxidase. Os estudos cinéticos feitos com ditionito de sddio e sulfureto de sodio revelaram que a
enzima ganha actividade numa fase inicial, a qual acaba por perder ao longo do tempo. Estudos
cristalogréaficos usando as mesmas condic@es indicaram a presenca de uma molécula diatomica,
interpretada como perdxido de hidrogénio, na esfera de coordenacdo do molibdénio com uma
geometria n°. Estes resultados foram confirmados por espectroscopia de RPE e por
cristalografia de raios-X ao cristalizar a enzima na presenca de perdxido de hidrogénio.
Resolvendo esta estrutura obteve-se densidade electrdnica, no centro activo da enzima, idéntica
a obtida anteriormente, sugerindo que a molécula encontrada depois do soak de um cristal de
DgAOR com ditionito e sulfureto € realmente peréxido de hidrogénio. Assim conclui-se que
estes agentes redutores, na presenca de proteina, geram a formagdo de peroxido de hidrogénio
que inibe a enzima, causando uma diminui¢do da sua actividade. O aumento de actividade na
fase inicial ainda ndo se conseguiu explicar. Estes resultados sugerem que o protocolo de
ressulfuragdo usado para a recuperacdo de actividade pela Xantina Oxidase pode causar a
formac&o de peroxido de hidrogénio que, por sua vez, também pode inibir a enzima. Este facto
nunca foi descrito na literatura dado o curto espaco de tempo dos ensaios cinéticos outrora
realizados (80 min).* Futuramente pretende-se averiguar se existem diferencas estruturais entre
a forma activa e inactiva da DgAOR, com o objectivo de explicar os dados cinéticos obtidos.
Numa fase mais avancada tenciona-se estender estes estudos a outras enzimas da mesma
familia, as quais apresentam uma maior relevancia ao nivel da patofisiologia humana, como a

Aldeido Oxidase ou a Xantina Oxidase.

Em relacdo aos estudos efectuados com substratos da DgAOR, foram obtidas estruturas da
enzima em complexo com benzaldeido, formaldeido e acetaldeido, sendo que o seu refinamento
ndo se encontra concluido. Relativamente ao benzaldeido é possivel identificar a posicdo do
anel aromatico, estabilizado por interac¢fes de =z-stacking, adjacente ao centro activo. No
entanto, a funcdo carbonilo do aldeido ndo apresenta densidade bem definida. E portanto
importante terminar o refinamento desta e de outras estruturas obtidas com este aldeido, na
tentativa de se conseguir visualizar melhor este detalhe essencial para a compreensdo da
interaccdo desta molécula com o molibdénio no centro activo. Novas cristalizagdes também

serdo efectuadas neste sentido. As estruturas obtidas apds os ensaios de soaking com
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formaldeido e acetaldeido apresentam o produto de reac¢do no centro activo da enzima (formato
e acetato, respectivamente). Estes encontram-se coordenados ao molibdénio por um dos
oxigénios do seu grupo carbonilo, na posicdo do grupo labil OH/OH, na estrutura nativa. Apds
terminar o refinamento destas estruturas e analisar o centro activo espera-se compreender
melhor o mecanismo de reaccdo da enzima, o qual ndo se encontra bem definido. De modo a
auxiliar nesta tarefa e para determinar uma razdo para a baixa especificidade da enzima,
pretende-se obter estruturas com mais substratos, desta vez maiores e com cadeias alifaticas
mais longas. O conhecimento sobre 0 mecanismo de ac¢do e da especificidade da DgAOR é um
passo importante para a compreensdo dos mesmos em relagdo a Aldeido Oxidase, a qual se
pretende estender estes estudos.

O outro grupo de proteinas explorado nesta dissertacdo pertence a familia das proteases de
serina. A urocinase tem o papel de activar a protease plasmina. A sua desregulacédo in vivo esta
envolvida em processos como o crescimento tumoral ou a metastase, sendo por isso essencial o
desenvolvimento de farmacos inibidores desta proteina. Varios compostos foram testados por
cristalografia de raios-X utilizando a tripsina de Bos taurus. Esta € uma protease da mesma
familia da urocinase muito estudada por esta técnica. Dos cinco compostos testados (ABL,
AB11, JS62, JS67 e SR5), foi possivel identificar densidade electrénica no centro activo da
enzima relativa aos compostos AB1 e JS62. Em rela¢&o ao primeiro, densidade electronica extra
foi encontrada, levantando duvidas quanto a composicéo inicial do composto usado ou se este
foi alvo de alguma reaccdo antes de se ligar & enzima. Para averiguar esta situacdo vai ser
realizada espectroscopia de *H-RMN do composto inicial e, possivelmente, novas cristalizacdes,
caso se justifique. Em ambas as estruturas obtidas, verifica-se a ligacdo dos compostos a serina
catalitica da tripsina pelo atomo de boro e estabilizacdo dos seus grupos amina terminais pelo
aspartato 189, o qual é responsavel pela especificidade da enzima. Um dos oxigénios ligados ao
atomo de boro dos compostos interage com o oxyanion hole, responséavel pela estabilizagdo do
intermediério na reaccgdo in vivo. Estas duas estruturas serdo comparadas com outras estruturas
descritas na literatura com compostos de boro, de modo a se estudar a sua eficacia de inibicéo.
Para o caso do composto AB11, ndo ocorreu ligagdo deste & enzima, possivelmente porque um
dos seus grupos amina se encontra metilado. Este resultado indica que os grupos amina
terminais do inibidor e a sua interaccdo com o aspartato 189 séo de extrema importancia para a
ligacdo do composto a proteina. Os compostos JS67 e SR5 ndo se ligaram a enzima,
apresentando densidade electronica no centro activo que se pensa corresponder ao produto de
degradacdo dos mesmos. Ao contrario dos trés primeiros, estes dois compostos nao apresentam
boro na sua estrutura, o que revela a sua importancia na inactivacdo da enzima. As estruturas de

alta resolucdo obtidas sdo uma éptima ferramenta e um bom ponto de partida para a producéo de
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mais compostos da mesma familia, contribuindo de uma forma crucial para este projecto de

drug-design.

A execucdo desta dissertacdo proporcionou-me explorar exaustivamente a técnica de
cristalografia de raios-X, desde a cristalizacdo de duas proteinas ate a analise das suas
estruturas, passando pela recolha de dados com radiacdo de Sincrotrdo, resolucdo e refinamento
das estruturas. Tive ainda possibilidade de ter contacto com as técnicas de purificacdo de

proteinas e ensaios cinéticos, em colaboracdo com o Dr. Pablo Gonzélez.

Os resultados obtidos ao longo deste ano de trabalho véo ser publicados brevemente. A estrutura
da DgAOR obtida com Na,S,0,4 e Na,S e a estrutura DgQAOR_H,0,, juntamente com 0s ensaios
cinéticos apresentados nesta dissertacdo, foram analisados e discutidos num artigo submetido
recentemente. Em relacdo a tripsina, a estrutura Trip_JS62 foi descrita num artigo que se
encontra de momento em preparacdo, onde a sintese dos inibidores e os seus dados biologicos
estdo também incluidos. Todas as outras estruturas de ambas as proteinas encontram-se numa

fase de refinamento/analise preliminar.
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7.1. Sequéncia peptidica da AOR de D. gigas

MIOQKVITVNGIEQNLFVDAEALLSDVLRQOQLGLTGVEVGCEQGQCGACSVILDGKVVRAC
1 ' 10 ' 20 ' 30 ' 20 ' 50 ' &0

VTEMKRVADGAQITTIEGVGOQPENLHPLOKAWVLHGGAQCGFCSPGF IVSAKGLLDTNAD

61 70 50 30 100 110 120

PSREDVRDWFOQKHRMNACRCTGYKPLVDAVMDAAAY INGKKPETDLEFKMPADGR IWGSKY
121 ' 130 ' 140 ' 150 ' 160 ' 170 ' 180

PRPTAVAKVTGTLDYGADLGLKMPAGTLHLAMYOQAKVSHANIKGIDTSEALTMPGVHS VI

181 190 200 210 220 230 240

THEDVKGKMNRITGLITFPTNKGDGWDRP ILCDEKVFOYGDC lALVCADS EANARAAAEKY
231 ' 250 ' 260 ' 270 ' 280 ' 290 ' 200

KVDLEELPAYMS GPAAAAEDAIEIHPGTPNVYFEQP IVKGEDTGP I FASADVTVEGDFYY

301 310 320 330 340 350 360

GROPHMP IEPDVAFAYMGDDGKCY IHSKS IGVHLHLYMIAPGYGLEPDOLVLVANPMGGT
61 ' 370 ' 180 ' 390 ' a00 ' ato ' 420

FGYKFSPTS EALVAVAAMATGRPVHLRYNYQOQOQQOQYTGKRS PWEMNVKFAAKKDGTLLAM

421 430 440 450 460 470 480

ESDWLVDHGPYSEFGDLLTLRGAQF IGAGYN IPNIRGLGRTVATNHVWGSAFRGYGAPQS

481 490 500 510 520 530 540

MFASECLMDMLAEKLGMDPLELRYKNAYRPGDTNPTGOEPEVFSLPDMIDOLRPKYQAAL

541 550 560 570 580 590 600

EKAQKES TATHEKKGVGIS IGYVYGSGLDGPDAS EAWAELNADGT ITVHTAWEDHGQGAD I G
601 ' 610 ' 620 ' 630 ' 640 ' 650 ' 660

CVGTAHEALRPMGVAPEKIKFTWPNTATTPNSGPSGGS ROOQVMTGNA I RVACENLLKACE

661 670 680 690 700 710 720

KPGCCYYTYDELKAADKPTK I TGNWTASGATHCDAVTGLGKPFVVYMYGVFMAEVTVDVA

721 730 740 750 760 770 780

TGOTTVDGMTLMADLGS LCNQLATDGOIYGGLAQGIGLALSEDFEDIKKHATLVGAGFPF

7581 T390 500 510 520 530 540

IKQIPDKLDIVYYNHPRPDGPFGASGVGELPLTSPHAAL INAIKSATGVRIYRLPAYPEK
841 ' 850 ' 860 ' 870 ' 880 ' 890 ' 900

VLEALKA
201 907
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7.2. Sequéncia peptidica da tripsina de B. taurus*

IVGGYTCGANTVYPYQVS LNSGYHFCGGSL INSOWVVSAAHCYKSGIQVRLGEDN INVVEG

) 30 40 50 60 70 78
MEQFISASKS IVHPSYNSNTLNNDIML IKLKS AASLNS RVAS ISLPTSCASAGTQCLISG
79 ' 90 ' 100 ' 110 ' 120 ' 130 ' 110

WGNTKSSGTSYPDVLKCLKAPILSDSSCKSAYPGOITSNMFCAGYLEGGKDSCQGDSGGP
11 ' 150 ' 160 ' 170 ' 180 ' 190 " 198

VVCSGKLOGIVSWGS GCAQENKPGYYTEVCNYVSWIKQTIASN
199 210 220 230 240 245

*Foi utilizado o sistema de numerac¢do da quimotripsina.
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7.3. Estatisticas relativas a estrutura da DgAOR com

N328204 ¢ NaZS

Tabela 7.1. Estatisticas de recolha de dados para a estrutura de DgAOR obtida previamente a realizacdo
desta dissertacdo por soaking com Na,S,0, e Na,S. Os valores entre paréntesis correspondem a Gltima
camada de resolucao.

Cristal DgAOR (soaking Na,S,04 e Na,S)
Comprimento de onda (A) 0,931

Grupo espacial P6,22

Célula unitaria (A) a,b=143,3 c¢=162,3
Limites de resolucao (A) 25,68-1,57 (1,65-1,57)
N° de reflexdes observadas 715713 (96 433)
N° de reflexBes Unicas 135 137 (19 580)
Completeness (%) 99,5 (99,9)
Redundancia 5,3(4,9)

I/5(1) médio 12,5 (3,8)
Rmerge” (%0) 8,9 (35,4)

VM - Parametro de Matthews (A%/Da) 2,47
Contelido de solvente® (%) 50,2

(@) Rmerge =2 nkt 2 il i (KD =(T(hKD) [/ g > i 15 (hkl) , onde 1;(hk]) ¢ a intensidade integrada de
uma determinada reflexdo i e (I(hkl)) é a intensidade média de mdltiplas reflexdes relacionadas por

operacdes de simetria.
(b) VM = —~

ZxMp '

onde V é o volume da célula unitaria, Z é o nimero de unidades assimétricas presentes

. Y ) . , 1,23
na célula unitaria e Mp é a massa molecular da proteina; Contetdo de solvente = (1 — W) x 100
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Tabela 7.2. Estatisticas de refinamento e validagéo para a estrutura de DgAOR obtida previamente a

realizacdo desta dissertacdo por soaking com Na,S,0,4 e Na,S.

Conjunto de dados

DgAOR (soaking Na,S,0,4 e Na,S)

Limites de resolucéo (A)
Factor R (%)
N° de reflexdes
Factor Ryee (%)
N° de reflexdes (Ryree)
N° de residuos
N° de &tomos
RMSD para o comprimento de ligacéo (A)
RMSD para o angulo de ligagédo (°)
Factores de temperatura médios (A%
atomos da cadeia principal
atomos das cadeias laterais
moléculas de &gua
Gréafico de Ramachandran (%)
residuos nas regides mais favoraveis
residuos em regides adicionalmente favoraveis
residuos em regides generosamente permitidas

residuos em regides ndo permitidas

25,68-1,57
14,1
128 343
17,3
6793
907
8 564
0,027
2,51

9,9
12,1
29,5

91,3
8,0
0,3

0,4
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