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RESUMO

A paracoccidioidomicose (PCM), micose sistémica causada por fungos do género
Paracoccidioides, é endémica na América Latina, sendo o Brasil o pais mais
afetado. Atualmente, o tratamento com os antifingicos tradicionais € usualmente
longo, de alto custo, restrito a poucas classes de farmacos e com casos de
resisténcia ja relatados. A proteina catecol O-metiltransferase (COMT), que nao
possui estrutura resolvida em Paracoccidioides e nem em outros fungos, catalisa a
metilacdo de um substrato catecol utilizando S-adenosilmetionina e fons Mg?* como
cofatores e parece participar de processos importantes em fungos patogénicos.
Assim, sua caracterizacdo bioguimica e estrutural poderia contribuir para o
desenvolvimento de novas drogas mais efetivas para o tratamento da PCM. Para
estudar a COMT, sua sequéncia codificadora foi clonada no vetor pET-28aTEV, que
adiciona uma cauda de histidinas (His-tag) N-terminal a proteina expressa. O vetor
recombinante foi entdo inserido nas cepas de Escherichia coli BL21, ArcticExpress,
Rosetta e Rosetta-gami. A COMT recombinante foi expressa na fracdo solavel da
ArcticExpress e esta foi submetida a cromatografia de afinidade ao niquel seguida
de gel filtracdo (colunas Ultrahydrogel e Superose 12). O Western blot com anticorpo
anti-Histag marcou as duas bandas principais observadas no SDS-PAGE (30 e 60
kDa) da fracdo obtida apés a afinidade. O perfil da gel filtracdo apresentou trés picos
principais (fracbes 1, 2 e 3) que, em SDS-PAGE, mostraram a presenca de uma
banda proeminente proxima a 60 kDa. As amostras das trés frac6es foram utilizadas
em ensaio de atividade para avaliar o consumo de catecol a 35 °C e pH 7,5 sendo
que a fracdo 2 apresentou maior relagcdo atividade/quantidade de proteina. Célculos
tedricos das massas referentes aos picos da cromatografia de gel filtracdo indicam
gue a COMT se comporta como um dimero. A fracdo 2, apesar de néo estar pura, foi
submetida a ensaio de desnaturacdo térmica, onde um processo de agregacao ou
desnaturacao foi detectado em temperaturas acima de 320 K (~47 °C). O dicroismo
circular da fragdo 2 indicou um perfil de a-hélice e folhas-p diferente de outras
COMT. Um modelo in silico também foi gerado e os dados estruturais obtidos podem

contribuir como guia para futuras caracteriza¢des bioquimicas.

PALAVRAS-CHAVE: Paracoccidioides, Paracoccidioidomicose, PCM, catecol O-

metiltransferase, COMT.



ABSTRACT

Paracoccidioidomycosis (PCM), a systemic mycosis caused by fungi of the genus
Paracoccidioides, is endemic in Latin America, with Brazil being the most affected
country. Currently, treatment with traditional antifungals is usually long, costly,
restricted to a few classes of drugs and with cases of resistance already reported.
The catechol O-methyltransferase (COMT) protein, which has no structure solved in
Paracoccidioides or other fungi, catalyzes the methylation of a catechol substrate
using S-adenosylmethionine and Mg?* ions as cofactors and appears to participate in
important processes in pathogenic fungi. Thus, its biochemical and structural
characterization could contribute to the development of new and more effective drugs
for the treatment of PCM. To study COMT, its coding sequence was cloned into the
pET-28aTEV vector, which adds an N-terminal histidine-tag (His-tag) to the
expressed protein. The recombinant vector was then inserted into the strains of
Escherichia coli BL21, ArcticExpress, Rosetta and Rosetta-gami. Recombinant
COMT was expressed in the soluble fraction of ArcticExpress and it was subjected to
nickel affinity chromatography followed by gel filtration (Ultrahydrogel and Superose
12 columns). Western blot with anti-Histag antibody showed the two major bands
observed on SDS-PAGE (30 and 60 kDa) of the fraction obtained after affinity. The
gel filtration profile showed three main peaks (fractions 1, 2 and 3) which, on SDS-
PAGE, showed the presence of a prominent band near 60 kDa. Samples from the
three fractions were used in an activity assay to evaluate the catechol consumption
at 35 °C and pH 7.5, and fraction 2 showed a higher activity/protein ratio. Theoretical
calculations of the masses of gel filtration chromatography peaks indicate that COMT
behaves as a dimer. Fraction 2, although not pure, was subjected to thermal
denaturation test, where a process of aggregation or denaturation was detected at
temperatures above 320 K (~47 ° C). Circular dichroism of fraction 2 indicated an a-
helix and B-sheet profile different from other COMT. An in silico model has also been
generated and the structural data obtained can contribute as a guide for future

biochemical characterization.

KEY WORDS: Paracoccidioides, Paracoccidioidomicose, PCM, catechol O-
methyltransferase, COMT.
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1. INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

A Paracoccidioidomicose (PCM), reportada pela primeira vez por Adolpho Lutz em
1908 (LUTZ, 1908), caracteriza-se por ser uma micose sistémica granulomatosa
endémica causada pelos fungos do género Paracoccidioides (TABORDA et al.,
2015). Esta micose é uma das micoses mais importantes da Ameérica Latina, cuja
regido endémica estende-se do sul do México ao norte da Argentina, sendo mais
prevalente no Brasil, Coldmbia, Venezuela, Equador e Argentina. Entre as regides
endémicas, o Brasil € o pais mais afetado pela PCM com mais de 12 mil casos
reportados (MARTINEZ, 2017).

O tratamento da PCM é realizado com antifungicos tradicionais (sulfonamidas,
anfotericina B e azéis) e, geralmente, tem duracdo de mais de 1 ano para casos
leves e de mais de 2 anos para casos mais moderados. Além do longo periodo de
tratamento, essas drogas apresentam outros problemas associados como alto custo,
efeitos colaterais. Novas drogas tém sido sugeridas na literatura, porém nenhuma
delas esta disponivel no mercado, o que se torna um problema ainda maior devido a
resisténcia que o fungo comeca a apresentar em relacdo aos antifungicos
tradicionais. Além disso, como esses antifingicos atuais visam apenas trés
caminhos metabdlicos, € preferencial que novas drogas busquem por outras
alternativas e uma das formas para a busca desses novos alvos é o desenho de
medicamentos com base na estrutura bioquimica do alvo (SRINIVASAN; LOPEZ-
RIBOT; RAMASUBRAMANIAN, 2014).

Em relacdo a descoberta de novos alvos, Desjardins e colaboradores (2011)
selecionaram 38 genes presentes em trés cepas de Paracoccidioides (Pb01, Pb03 e
Pb18) com base no potencial de seus produtos génicos como alvos de drogas
devido sua localizacdo ou conservacdo em outros agentes patogénicos. Dentre

essas proteinas, esta a catecol-O-metil transferase (COMT).

Diferentes metiltransferases de fungos tiveram algumas func¢fes atribuidas. Veser
(1987) indicou a possibilidade da COMT de Candida tropicalis estar envolvida na
regulacdo do transporte de cétions bivalentes através do sistema de membranas e,
também, na transicdo micélio-levedura. Averbeck et al. (1999) relatou a possibilidade
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de uma O-metiltransferase estar protegendo o fungo Podospora anserina contra o
estresse oxidativo. E Kinnings et al. (2009) estudando novos farmacos para o fungo
Micobacterium tuberculosis observou que inibidores da COMT humana também
agem na enzima 2-trans-enoil-ACP(CoA) redutase responsavel pela biossintese da

parede celular deste fungo.

Além desses fatores, o banco de dados PDB (Protein Data Bank — www.rcsb.org)
mostra trinta estruturas tridimensionais de COMT depositadas até o momento de

diferentes espécies, no entanto, nenhuma é fungica.

Assim, como as fun¢des da COMT no fungo Paracoccidioides e sua estrutura ainda
sdo desconhecidas e essa enzima parece desempenhar papéis importantes na
sobrevivéncia de outros fungos, sua caracterizacdo bioquimica e estrutural pode
fornecer bases importantes para um tratamento mais efetivo contra a PCM e, até

mesmo, outras micoses.
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2. OBJETIVOS

2.1. Geral

Caracterizar estrutural e bioquimicamente a proteina recombinante COMT, que pode
estar envolvida na viruléncia dos fungos do género Paracoccidioides e, que também

pode ser um potencial alvo para drogas contra a micose Paracoccidioidomicose.

2.2. Especificos

e Expressar e purificar a proteina COMT recombinante;

e Caracterizar bioquimicamente a proteina recombinante no que diz respeito a
sua estrutura secundaria e estado de agregacao;

e Caracterizar cineticamente a proteina COMT,;

e Realizar estudos de bioinformatica para auxiliar na conducgéo de experimentos

de inibicao.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. Paracoccidioidomicose

A Paracoccidioidomicose (PCM), reportada pela primeira vez por Adolpho Lutz em
1908 (LUTZ, 1908), caracteriza-se por ser uma micose sistémica granulomatosa
endémica causada pelos fungos do género Paracoccidioides (TABORDA et al.,
2015).

A infeccdo com Paracoccidioides ocorre em mamiferos e € adquirida pela via
respiratéria apos inalacdo de conidios suspensos no ar. Mesmo apés a infecgéo, é
possivel que o organismo nao venha a desenvolver a doenca. Neste caso, existe a
presenca do fungo latente em lesbes pulmonares residuais e nddulos linfaticos
mediastinais (MARTINEZ, 2015).

Em adultos, a PCM manifesta-se como uma infeccdo pulmonaria crbénica e
progressiva, assemelhando-se clinicamente a tuberculose com a qual é confundida
em 10 % dos casos (FIGUEROA et al., 1995).

Os pacientes com PCM, na maioria das vezes, sdo do sexo masculino (10 a 30
homens afetados para cada mulher), trabalhadores de zonas rurais, fumantes,
alcodlatras e pessoas com alguma outra doenca (imunossupressao) (TAVARES et
al., 2015).

A PCM é uma das micoses mais importantes da América Latina, cuja regido
endémica estende-se do sul do Meéxico ao norte da Argentina, sendo mais
prevalente no Brasil, Coldbmbia, Venezuela, Equador e Argentina. Essas regifes
endémicas, porém, ndo sdo afetadas por igual, sendo as areas agricolas, umidas, de
alta pluviosidade, temperatura moderada e com presenca de rios e florestas mais
favoraveis ao desenvolvimento do fungo (MARTINEZ, 2017). Outro fator importante
para determinagdo das areas endémicas sdo os registros dos casos da doenca, que
nem sempre ocorrem, visto que a PCM n&o é uma doenca de notificagdo obrigatéria
no Brasil (MARTINEZ, 2017; WANKE, 2009).

Em 2012, Pecanha (2012) classificou as regides endémicas como de baixa,

moderada e alta incidéncia (Figura 1). J& em 2017, Martinez (2017) atualizou o
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mapa da regido, classificando-a como de alta (primeiras éareas de endemia
conhecidas e novas areas), moderada, crescente (novas areas) e baixa endemia
(antigas e novas areas) (Figura 1). O aumento das areas endémicas de 2012 para
2017 reflete ndo somente a progessdao da doenca, mas também, a maior
preocupagao em registrar e ter controle dos casos de PCM. Isso demonstra que, ao
decorrer dos anos, a doenca tem se tornado cada vez mais relevante, existindo,
inclusive, propostas para desenvolver um sistema de vigilancia da PCM de modo a
determinar a real magnitude da infeccéo e torna-la de notificacdo obrigatéria em todo
o pais (MINISTERIO DA SAUDE, 2012).

Vi\:\\\ 2017

[ Alta endemia (17)

O Baixa
B Alta endemia (novas)
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] Baixa endemia (novas) ?

Figura 1. Mapa das regides endémicas de PCM de acordo com o grau de incidéncia entre os
anos de 2012 e 2017. O mapa de 2012 classifica as regides de acordo com o0 grau de baixa,
moderada e alta incidéncia da doenca (PECANHA, 2012). O mapa de 2017 classifica as regides de
acordo com o grau de alta endemia (primeiras areas de endemia conhecidas), alta endemia (novas
areas), moderada endemia, crescente endemia (novas areas), baixa endemia (antigas e novas areas)
(MARTINEZ, 2017). Pode ser observado um aumento das areas endémicas da doenca de 2012 para
2017.

Entre as regides endémicas, o Brasil € o pais mais afetado pela PCM com mais de
12 mil casos reportados (MARTINEZ, 2017). No pais, entre o periodo de 1986 a
2006, a PCM causou 51 % do total do numero de mortes por infec¢des fungicas
(PRADO, 2009). Entre 2002 e 2004, a taxa de mortalidade por PCM no Brasil foi, em
média, de 1 morte/milhdo de habitante, sendo que a regido Centro-Oeste respondeu
pela maior taxa (2,1 mortes/milhdo de habitantes) (MARTINEZ, 2017).
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Ainda segundo Martinez (2017), a regido sudeste apresenta o maior numero de
casos reportados de PCM entre 1998 e 2006, sendo S&o Paulo o estado mais
afetado. Para o Espirito Santo, os estudos realizados em relagcdo a PCM ainda séao

poucos.

Vieira (1979, apud SANTOS et al., 2003) realizou um estudo na zona rural do
municipio de Colatina com teste intradérmico da paracoccidioidina (filtrado ou
suspensao do fungo) entre alunos e funcionarios de um colégio agricola e entre

habitantes nas proximidades, encontrando uma taxa de 20,05 % de reatores.

Santos et al. (2003), por sua vez, investigaram a influéncia do tabagismo e do
alcoolismo no desenvolvimento da forma crénica da PCM em estudo realizado no
Hospital Universitario Cassiano Antonio Moraes (HUCAM) da Universidade Federal
do Espirito Santo (UFES). Foram avaliados 81 pacientes com PCM atendidos no
Servi¢co de Doencas Infecciosas do HUCAM, no periodo de julho de 1999 a julho de
2000. Destes, nove apresentaram quadro clinico compativel com a forma aguda,
dois apresentaram co-infeccdo com HIV e 0s outros setenta pacientes estavam com
a forma crbénica da paracoccidioidomicose. Os resultados encontrados também
apontaram uma chance de adoecer 14 vezes maior entre os fumantes e 3,6 vezes

maior entre os que bebiam acima de 50 g.dia™* de &lcool.

No mesmo hospital, uma analise do prontuario de 546 pacientes atendidos no
periodo de 1978 a 2012 foi realizada por Pecanha (2012). Esses pacientes tiveram o
diagnéstico de PCM aguda/subaguda e crénica confirmado por meio de identificacédo
do agente em espécimes clinicos, exames histopatoldgicos e soroldgicos. Destes, a
maioria era de adultos, lavradores do sexo masculino e a forma crénica da PCM foi a
mais frequente (mais que 88 %). Além disso, a maior prevaléncia da doenca ocorreu

nos municipios do interior do estado, com tradicdo de cultivo de café.

A PCM manifesta-se de formas variadas, mas a classificacéo clinica é dividida, na
maioria das vezes, em dois tipos: aguda ou crénica. Uma maneira mais elaborada
de classificar as formas clinicas da PCM foi proposta por Franco et al. (1987) e
adaptada por Marques (2013). Nesta classificagdo, as formas clinicas da PCM sé&o
divididas em quatro grupos sendo o grupo 1 (PCM - infec¢do) correspondente aos

pacientes sem sinais e sintomas da doenga, mas com teste de pele para
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paracoccidioidina positivo; o grupo 2 (PCM — doencga), dividido em dois subgrupos:
2.1 - forma aguda/subaguda, que normalmente afeta pacientes com menos de 30
anos com tropismo fangico para linfonodos, figado, baco e medula 6ssea e 2.2 -
forma cronica, que afeta adultos de maneira unifocal (um Orgdo ou sistema) ou
multifocal (mista); grupo 3, que representa a PCM associada a imunossupressao e,
por ultimo, o grupo 4, que inclui pacientes com sequelas, especialmente doenca
pulmonar obstrutiva crénica, estenose e obstrucdo das vias aéreas superiores e
insuficiéncia adrenal. A Figura 2 apresenta exemplos das lesdes causadas pela
PCM.

Figura 2. LesBGes causadas pela PCM. a) paciente portador de PCM na forma aguda mostrando
linfonodo dilatado, com aspecto inflamatorio e formacao de abscesso (classificagdo 2.1.); b) paciente
portador de PCM na forma crénica, com granuloma na pele (classificagdo 2.2.). Adaptado de Fortes,
et al. (2011).

Por ser uma micose sistémica, a PCM pode comprometer varios 6rgaos, sendo 0s
pulmdes o érgdo mais afetado pela doenca e um dos primeiros a entrar em contato
com 0 agente patogénico apos a infeccdo. Outros 6rgdos também afetados séo

linfonodos, baco, figado e até mesmo o sistema nervoso central (MENDES, 2005).
3.1.1. Diagnostico

Os diferentes tipos de diagnostico para PCM diferenciam-se ndo sé pela técnica
utilizada, mas também, pela fonte da amostra e 0 momento do tratamento em que o

paciente se encontra, que vai desde a identificacdo até a cura aparente da doenca.
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O diagnéstico micolégico utilizando amostras clinicas (saliva fresca, lesdes, aspirado
de linfonodos ou fragmentos de bidpsias) é considerado o padrdo ouro para o
diagnoéstico de PCM (MENDES et al., 2017; SHIKANAI-YASUDA et al., 2017). Esse
teste € realizado através da observacdo do fungo (que possui uma morfologia

distinta) nas amostras clinicas utilizando microscoépio éptico (LACAZ et al., 2002).

O teste histopatologico é realizado através da coloracdo do fungo em tecidos e
esfregacos utilizando um reagente especifico (metanina de prata) (GROCOTT,
1995). Esse tipo de teste apresentou uma sensibilidade de 96,7 % em 239 amostras
analisadas no Hospital Universitario da Faculdade de Medicina de Botucatu, Séo
Paulo (MORETO et al., 2011).

Os testes sorolégicos baseiam-se em investigar a presenca de anticorpos ou de
antigenos utilizando técnicas como precipitacdo em agar gel (imunodifusdo dupla),
imunofluorescéncia indireta, ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) e
Western blot (MENDES et al., 2017). Entre os alvos, destacam-se a glicoproteina 43
(gp43), reconhecida como o principal antigeno em testes de diagnéstico (PUCCIA et
al., 1986; CARVALHO et al., 2008), além da proteina Gp70 (DA SILVA et al., 2004),
do antigeno de 87kDa (DIEZ et al., 2002) e das proteinas Pb27 e Pb40
(FERNANDES et al., 2011a). Essas proteinas podem ser utilizados ndo s6 para o
diagnéstico (com altas taxas de sensibilidade e especificidade), mas também para
avaliar o progresso do tratamento, a recorréncia da doenga (MARQUES, 2012) e
como adjuvante do tratamento (FERNANDES et al., 2011b e c)

Apesar das altas taxas de sensibilidade e especificidade dos testes de
imunodiagnaéstico, diferentes espécies de Paracoccidioides causadoras da PCM
podem responder de forma diferente quando o antigeno utilizado ndo é comum a
todas as espécies. Por exemplo, anticorpos anti-Gp43 nao foram detectados no soro
de um paciente com PCM disseminada (VIDAL et al., 2005); antigenos das espécies
de P. brasiliensis e P. lutzii levaram a diferentes respostas humorais em PCM
cronica (LENHARD-VIDAL et al.,, 2013). Assim, buscar antigenos com baixa
variabilidade genética nas espécies de Paracoccidioides que sejam expressos em
todos os isolados ou mesmo usar uma mistura de antigenos de diferentes espécies

pode contribuir para minimizar essas diferentes respostas.
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Os métodos moleculares permitem a identificacdo do fungo sem a necessidade de
cultura. S&o rapidos, altamente especificos e sensiveis. O fungo P. brasiliensis ja foi
identificado utilizando a técnica da reacdo em cadeia da polimerase (PCR) com
iniciadores para sequéncias especificas codificadoras de proteinas desse fungo
(GOLDANI & SUGAR, 1998; GOMES et al., 2000), como a Gp43 (BIALEK et al.,
2000).

Além dos métodos de diagndstico ja descritos, o envolvimento pulmonar deve ser
investigado em todos os casos utilizando diferentes técnicas de diagnostico por
imagem, no entanto, as imagens radiolégicas da pneumonia podem ser semelhantes
a PCM (MARQUES, 2012).

Contudo, esses diversos diagnoésticos para PCM podem apresentar desvantagens.
Por exemplo, as diferencas entre as linhagens de Paracoccidioides que contribuem
para dificultar um diagndstico universal para a doenga. Também existem as
possibilidades de algumas reacdes inespecificas resultarem em falso positivo ou
negativo. E por ultimo, o alto custo de alguns diagndésticos impossibilita que estes se
tornem de préatica comum em laboratorios para atendimento da populacdo em geral
(MENDES et al., 2017).

3.1.2. Tratamento

O tratamento da PCM ¢é realizado com antifungicos tradicionais e, geralmente, tem
duracédo de mais de 1 ano para casos leves e de mais de 2 anos para casos mais

moderados.

7

Para entender como é realizado o tratamento, é importante saber, primeiramente,
sobre os parametros para avaliacdo da cura do paciente, que sdo: cura clinica
(quando os sinais e sintomas da doenca ja ndo estéo presentes e ha normalizacédo
da taxa de sedimentacdo de eritrécitos); cura micolégica (quando ha resultados
negativos para investigagdo micolégica de Paracoccidioides); cura radiologica
(quando o padrao radiologico pulmonar se torna estavel apés o tratamento) e cura
imunologica. Quando o paciente obtém esses quatro parametros de cura por dois
anos sem tratamento complementar, diz-se que foi obtida a cura aparente. A cura é
dita aparente porque os focos com fungos latentes certamente permanecem no

corpo mesmo apds um tratamento eficaz (MENDES et al., 2017).
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O tratamento é dividido em um periodo de tratamento inicial e outro, de tratamento
complementar. Durante o periodo de tratamento inicial, os pacientes sdo submetidos
a avaliacdes clinicas, sorolégicas, hematologicas, bioquimicas e radiolégicas uma
vez por més até que obtenham cura clinica e taxa normal de sedimentacdo de
eritrocitos. Durante o tratamento complementar, os pacientes sdo submetidos a
avaliacbes clinicas, soroldgicas e radioldgicas a cada 3 meses, até um ano apés a
cura sorologica (Figura 3) (MENDES et al., 2017).

Cura clinica Cura sorologica Cura aparente
| J | ‘T 1 ano | 2 ano }
Tratamento inicial . Tratamento complementar | l Sem tratamento
Acompanhamento
Mensal A cada 3 meses
Avaliagdes
Clinica
Micolégica

Hematolégica
Bioquimica
Sorolégica

Radiolégica

Figura 3. Cronograma de tratamento para PCM. No tratamento inicial sdo realizadas 6 avaliagdes
mensais: clinica, micoloégica, hematoldgica, bioquimica, soroldégica e radiolégica. Depois de
confirmada a cura clinica, o tratamento complementar tem inicio. No tratamento complementar, sdo
realizadas avaliagdes clinica, sorolégica e radioldgica. Quando a cura sorolégica é mantida pelo
periodo do 1 ano, o paciente entdo entra no periodo de observacao para a cura aparente. O paciente
obtém a cura aparente caso mantenha todos os resultados negativos para PCM nas avaliagbes
(clinica, sorolégica e radiologica) durante 2 anos sem tratamento. Adaptado de Mendes (2017).

De maneira que os tratamentos iniciais e complementares necessitam da utilizacéo
de antifingicos, alguns sdo comumente propostos. Dentre os mais utilizados estao
as sulfonamidas, anfotericina B (AmB) e os derivados de azois (Figura 4).

A classe das sulfonamidas, composta por esse farmaco e seus derivados, previne a
utilizacdo, pelo fungo, do acido p-aminobenzéico (PABA) na sintese do acido félico
(necessario para sintese de precursores de DNA e RNA). A sulfodiazina, principal
derivado de sulfonamida utilizado, possui a vantagem de ter um baixo custo, ser
rapidamente absorvida pelo trato gastrointestinal e altamente distribuida pelo corpo.
1

No entanto, sua posologia (2 ou 3 doses de 500 mg a cada 6 horas, ou 100 mg.kg"

por dia, com maximo de 6 g) junto com seus efeitos adversos (reacdes de
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hipersensibilidade, sintomas gastrointestinais, anemia hemolitica e outros) s&o
desvantagens importantes. Para tratamentos por longos periodos, de 6 a 12 meses
sao requeridos para inducdo e 12 a 24 meses para manutencdo do tratamento
(SHIKANAI-YASUDA, 2015).
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Figura 4. Estrutura quimica de antifingicos tradicionais. Sao apresentadas as moléculas de
sulfonamida e anfotericina B e, para os azéis, as moléculas de cetoconazol e itraconazol. Todos tém
sido utilizados no tratamento da PCM, sendo que a maior variabilidade de farmacos disponiveis € da
classe dos azois (SHIKANAI-YASUDA et al., 2017).

J4 a AmB atua ligando-se e alterando especificamente o ergosterol da membrana
das células do fungo, o que acarreta em uma mudanca de permeabilidade levando a
perda de potassio e moléculas pequenas. O principal modo de administracdo dessa
droga € por via intravenosa. As doses iniciais variam de 5 a 10 mg, mas em casos
severos a dose total deve ser aumentada para 1 mg.kg® por dia. Os efeitos
adversos imediatos sao febre, calafrios, taquicardia, taquipneia, hiperpneia,
hipertensdo arterial ou hipotenséo, além da nefrotoxicidade (SHIKANAI-YASUDA,
2015).

Contudo, os tratamentos mais efetivos tém utilizado os derivados de imidazol como
cetoconazol, itraconazol, fluconazol e voriconazol (MENDES, 2017) que atuam
inibindo a biossintese de ergosterol em diferentes etapas. O ergosterol € o maior
componente da membrana celular dos fungos, essencial para biorregular a fluidez,
assimetria e integridade da membrana (CARRILLO-MUNOZ et al., 2006). O

itraconazol, que tem obtido melhores resultados, tem sido principalmente utilizado
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em doses de 200 mg por dia no tratamento de PCM leve a moderada (SHIKANAI-
YASUDA et al., 2017). Ele apresenta efeitos adversos como nauseas, vomitos,
aumento de transaminases seéricas, erupcdo cutanea, hipocalemia,
hipertrigliceridemia e hiperuricemia sao facilmente controlados (SHIKANAI-YASUDA,
2015).

Apesar de essas trés classes apresentarem as opc¢ées tradicionais de antifingicos
para PCM, no ano de 2008, San-Blas e colaboradores (2008) ja alertavam para a
necessidade da pesquisa por agentes quimioterapicos novos e mais efetivos contra
P. brasiliensis com pouco ou nenhum efeito colateral, visto que as drogas atuais
(sulfonamidas, AmB e azois) apresentam muitos problemas associados como longo
tempo e alto custo do tratamento, efeitos colaterais e resisténcia iminente. Desde
entdo (2008 para 2018) ndo foram muitas as opc¢bes de farmacos que entraram no

mercado, mas muitas alternativas tém surgido nas bibliografias.

Cloroquina, pentoxifilina, paracoccioidina e ciclosporina sao drogas alternativas que
tém apresentado resultados promissores no tratamento da PCM (revisado por
GOLDANI; WIRTH, 2017). Além disso, o uso de proteinas do fungo (como P10,
Pb27 e Pb40) em imunoterapia também tem apresentado atividade fungicida
significante (revisado por GOLDANI; WIRTH, 2017). Porém, nenhuma das opc¢des
esta disponivel para uso clinico como antifingico. O fato dessas novas alternativas
de tratamento ndo estarem entrando no mercado como opg¢Bes disponiveis para
pacientes com PCM consiste um problema ainda maior devido a resisténcia que o

fungo comeca a apresentar em relacdo aos antifungicos tradicionais.
3.1.3. Resisténcia

Apesar da disponibilidade de agentes antifingicos, a crescente incidéncia de
micoses, a alta taxa de mortalidade e a complexidade do tratamento podem ser
atribuidas principalmente ao surgimento de resisténcia aos antifungicos tradicionais,
especialmente em pacientes com a imunidade comprometida (SRINIVASAN;
LOPEZ-RIBOT; RAMASUBRAMANIAN, 2014).

Estudando diferentes isolados de P. brasiliensis, Restrepo e Arando (1980),

encontraram um numero pequeno, embora importante, de isolados resistentes as
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sulfonamidas. Hann e colaboradores (2003) relataram um isolado de P. brasiliensis

resistente a cetoconazol e a associacao trimetropim/sulfonamida.

Costa et al. (2005) realizaram um estudo de transcriptoma em P. brasiliensis para
encontrar neste organismo genes ortdlogos de transportadores envolvidos na
resisténcia de outros fungos. Ao fim do estudo, os autores conseguiram identificar 22
genes relacionados aos transportadores ABC (ATP-binding cassette) e quatro que
provavelmente codificam para MSF (Major facilitator superfamily), ambos
transportadores que conferem resisténcia por possibilitarem a saida de alguns

antifingicos do ambiente celular.

Entre os provaveis transportadores presentes em P. brasiliensis encontrados no
estudo estdo: dois Candida Drug Resistence (CDR1 e CDR2 de Candida albicans —
classe ABC); um Multidrug Resistence (MDR1, também de Candida albicans —
classe MSF); e um de Pleiotropic Drug Resistance (PDR5 de Saccharomyces
cerevisiae — classe ABC), todos estes envolvidos na resisténcia a azois, principal
classe de farmaco para o tratamento de PCM (COSTA et al., 2005).

Além dos transportados que possibilitam o efluxo do farmaco, outros mecanismos
podem existir para que o fungo desenvolva resisténcia. Fatores como alteracdes
fenotipicas no sitio do alvo farmacoldgico, recombinacdes gendmicas que
minimizam o efeito toxico do farmaco e formacdo de biofilme também sao
mecanismos de resisténcia dos fungos (SRINIVASAN; LOPEZ-RIBOT,;
RAMASUBRAMANIAN, 2014). A formacéao de biofilmes, por exemplo, também j& foi
confirmada in vitro para Paracoccidioides (OLIVEIRA et al., 2015).

Assim, apesar dos relatos de fungos Paracoccidioides (e de outros fungos) com
mecanismos de resisténcia para o tratamento com antifingicos, sdo poucas as
classes de farmacos disponiveis. Mesmo com varios estudos para a producédo de
novos farmacos, o processo € dificil principalmente porque as células fungicas,
sendo organismos eucaridticos como o0s mamiferos, compartilham diversas
semelhancas, levando a escassez de alvos especificos que possam ser explorados
para o desenvolvimento de drogas antifingicas. Reflexo disso, é que existem hoje
principalmente quatro classes de antifiUngicos que visam apenas trés caminhos

metabolicos, o que torna de extrema urgéncia a busca por novos alvos. Uma das
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formas para a busca desses novos alvos é o desenho de medicamentos com base
na estrutura bioquimica do alvo (SRINIVASAN; LOPEZ-RIBOT;
RAMASUBRAMANIAN, 2014).

3.2. O género Paracoccidioides

O género Paracoccidioides pertence ao filo Ascomycota, da ordem Onygenales e
familia Onygenaceae. Dentro do género Paracoccidioides existe a divisdo em cinco
linhagens filogenéticas distintas (PS2, PIl, S1, PS3 e PS4), sendo que as linhagens
PS2, S1, PS3 e PS4 pertencem a espécie Paracoccidioides brasiliensis e a linhagem
Pl pertence a espécie Paracoccidioides lutzii (homenagem a Dr. Adolpho Lutzi). A
linhagem S1 ainda é subdividida em dois grandes grupos: Sla e Slb. A Figura 5
mostra a distribuicdo geografica das espécies de Paracoccidioides (MUNOZ, 2016).

Figura 5. Distribuicdo geogréfica das espécies de Paracoccidioides na América do Sul. S1
(azul), que € dividido em dois grupos Sla (azul escuro) e Slb (azul claro), PS2 (verde), PS3
(vermelho), PS4 (roxo) e PI (laranja). Adaptado de Shikanai-Yasuda (2017, apud MUNOZ, 2016).
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Além da subdivisdo das espécies em linhagens, as préprias linhagens possuem
subdivisbes internas (Figura 6) que apresentam cepas representativas. Sendo
assim, a cepa Pb18 representa a linhagem S1, a cepa Pb03 representa a PS2, a
cepa PbChn representa a PS3, a cepa Pb300 representa a PS4 e a cepa Pb01
representa a linhagem Pl (MUNOZ, 2016). Dentre estas cepas, a Pb18, a Pb03 e
PbO01 tiveram seus genomas sequenciados por Desjardins et al. (2011).

Pbo1 Pb03 Pb300 PbCnh Pb18

Figura 6. Linhagens filogenéticas do fungo Paracoccidioides. Os géneros de Paracoccidioides
séo divididos em Paracoccidioides brasiliensis e Paracoccidioides lutzii. O género P. brasiliensis
possui 4 linhagens diferentes: S1, PS2, PS3 e PS4. A linhagem S1 ainda € subdividida em Sla e
S1b. Dentre as linhagens, existem cepas representativas: Pb01 para Pl, Pb03 para PS2, Pb300 para
PS4, PbChn para e Pb18 para S1 (MUNOZ, 2016).

Em relacédo as caracteristicas morfologicas, os fungos do género Paracoccidioides
sdo dimérficos e sua mudanca de fase é acarretada pela mudanca na temperatura
do ambiente. Em ambientes com temperaturas proximas a 25 °C, o fungo é
caracterizado por uma fase de micélio, constituida por hifas (Figura 7a). Nesta fase,
encontram-se 0s conidios (esporos) que sao inalados pelo hospedeiro para que
ocorra a infeccdo. Com o aumento da temperatura do ambiente para
aproximadamente 37 °C (temperatura corporal), o fungo sofre uma mudanca da fase
de micélio para levedura (Figura 7b) e, no caso da infeccdo, os conidios inalados
sofrem a mudanca de fase dentro do hospedeiro, sendo a fase de levedura

responsavel pela patogenicidade do fungo (TAVARES et al., 2015).
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A mudanca de fase que o fungo sofre com a variacdo da temperatura é uma das
etapas de seu ciclo biolégico, representado no esquema hipotético da Figura 8

(BAGAGLI, 2008).

Figura 7. O fungo dimérfico Paracoccidioides. a) Paracoccidioides na fase de micélio, encontrado
em temperaturas préximas a 25 °C. As regies como a de destaque (circulo indicado pela seta) séo
os conidios atuantes no processo de infecgdo. b) Paracoccidioides na fase de levedura, com formato
tipico de roda de leme, encontrado em temperaturas proximas a 37 °C. Esta € a forma patogénica do
fungo. Adaptado de Corredor et al. (1999).
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Figura 8. Ciclo biolégico hipotético do fungo Paracoccidioides. O ciclo biolégico do
Paracoccidioides inicia-se no solo, onde 0s esporos desenvolvem-se e podem ser inalados pelo
hospedeiro. No hospedeiro, o fungo pode se proliferar, ficar em estado de laténcia ou ser destruido
com tratamento adequado. Imagem adaptada de Bagagli et al. (2008).

O ciclo comeca com o fungo na fase de micélio encontrado no solo, local onde o
fungo esta exposto a diversos fatores ecol6gicos como radiacao solar, precipitacao,

competicdo com outros organismos, predadores, textura do solo e diversidade de
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compostos quimicos. Caso as condi¢cdes sejam propicias para a proliferacdo do
fungo, ele pode sobreviver e infectar um hospedeiro (BAGAGLI et al., 2008). Os
tatus sdo uns dos mamiferos mais afetados pela infeccdo por Paracoccidioides.
Locais com numerosas populacdes desses animais sdo considerados pontos com
alta probabilidade de deteccéo do fungo (TAVARES et al., 2015).

A infeccdo tem inicio quando o esporo é inalado e a temperatura corporal do
hospedeiro (em torno de 37 °C), que causa estresse fisico na célula do fungo,
influencia sua mudanca para a fase de levedura, na qual o fungo pode permanecer
em periodo de laténcia (hospedeiro imunocompetente) ou, caso 0 organismo esteja
imunossuprimido, o fungo podera se disseminar pelo o organismo e causar a doenca
PCM. (BAGAGLI et al., 2008).

O fungo Paracoccidioides pode se reproduzir (reproducdo assexuada) dentro do
organismo até que ocorra a morte do hospedeiro (caso o hospedeiro seja tratado
adequadamente o ciclo é encerrado). Apés a morte do hospedeiro, o fungo volta
para o0 solo, podendo estar em uma regido geogréafica diferente devido a sua
movimentacdo. Se o ambiente for favoravel para sobrevivéncia do fungo, esse
sofrerd a mudanca para a fase de micélio (temperatura ambiente) para, novamente,
voltar a se reproduzir no ambiente (reproducdo sexuada) e o ciclo ser reiniciado
(BAGAGLI et al., 2008).

Dentro deste ciclo bioldgico, a passagem do fungo por um organismo e a mudanca
geografica sdo fatores que podem contribuir para um processo de selecdo onde

havera o aumento da viruléncia do Paracoccidioides (BAGAGLI et al., 2008).

A transicdo morfologica, além da alteragdo na composicdo e estrutura dos
carboidratos da parede celular, também é precedida por outras alteracbes
moleculares (SAN-BLAS, G., NINO-VEGA, 2001). Genes envolvidos no catabolismo
de aminoéacidos, metabolismo da parede celular, resposta ao estresse oxidativo e
sintese de proteinas mostraram-se diferentemente expressos durante essa transicao
(BASTOS et al.,, 2007). Por exemplo, varias proteinas relacionadas ao choque
térmico/estresse oxidativo sdo expressas preferencialmente na transicdo micélio-
levedura, incluindo a Hsp88, Hsp90 e as isoformas de Hsp70 (REZENDE et al.,
2011).
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3.3. Proteinas com interesse biotecnoldgico

Em 2011, Desjardins e colaboradores (DESJARDINS et al., 2011) sequenciaram 0
genoma de trés cepas de Paracoccidioides. Duas cepas de Paracoccidioides
brasiliensis (Pb03 e Pb18) e uma cepa de Paracoccidioides lutzii (PbO1). Em uma
das andlises realizadas pelos pesquisadores, eles selecionaram 38 genes presentes
nas 3 cepas de Paracoccidioides, baseados no seu potencial como alvo de droga
devido sua localizacdo ou conservacdo em outros agentes patogénicos. As 38

possiveis proteinas derivadas desses genes sao listadas na Tabela 1.

Todas as sequéncias génicas dessa tabela foram analisadas por nosso grupo
utiizando o servidor XtalPred (http://ffas.burnham.org/XtalPred-cgi/xtal.pl). Esse
servidor faz uma predicdo da facilidade de cristalizacdo de proteina combinando oito
caracteristicas diferentes que influenciam a cristaliza¢éo (tamanho, ponto isoelétrico,
indice de hidrofobicidade/hidrofilicidade — gravy index, regides desordenadas, indice
de instabilidade, porcentagem de estruturas coil, coiled coil e indice de insercdo em
membrana) em uma Unica pontuacao, onde as proteinas séo classificadas em cinco
classes: 6tima (1), sub-6tima (2), média (3), dificil (4) e muito dificil (5) (SLABINSK et
al., 2007). Informacdes adicionais da proteina s&o descritas no APENDICE A.

O XtalPred ainda fornece a classificacdo das proteinas de acordo com dois métodos:
o método EP é feito pela combinacao individual das probabilidades de cristalizacédo
calculadas para as oito caracteristicas proteicas mencionadas anteriormente; o
método RF adiciona outras quatro caracteristicas preditas: razdo entre a area de
superficie (soma das acessibilidades ao solvente dos residuos individualmente) e a
area total estimada da proteina, hidrofobicidade da superficie, entropia da cadeia
lateral de residuos da superficie e composicao de aminoacidos da superficie predita

da proteina.

Apods estes testes in silico, cinco proteinas foram inicialmente selecionadas por
nosso grupo de pesquisa dentre todas que foram analisadas: prefenato desidratase
(PDH), 6,7-dimetil-8-ribitilumazina sintase (DRLS), dihidrofolato redutase (DHFR),
fator inibidor da migracédo de macrofagos (MIF) e catecol O-metiltransferase (COMT).
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Tabela 1. Potenciais alvos de drogas no género Paracoccidioides. Proteinas encontradas como
potenciais alvos de drogas no genoma das espécies Pb03, Pbl18 e Pb0l. Em negrito, estédo
destacados os alvos escolhidos inicialmente para o presente estudo. Tabela adaptada de Desjardins
etal. (2011).

Produto génico

Categoria

Pb01 Pb03

Pb18

a-1,3- glicana sintase mok11
Exo-B-1,3-glucanase
Endo-1,3(4)-B-glicanase
Glicanase
a-1,2-manosiltransferase
a-1,6- manosiltransferase Ochl

Quitinase

Dolicol fosfato-D-manose:proteina O-D- manosiltransferase

Parede celular
Parede celular
Parede celular
Parede celular
Parede celular
Parede celular
Parede celular

Parede celular

PAAG_03297 PABG_00726 PADG_03169
PAAG_03359 PABG_07048 PADG_06465
PAAG_03880 PABG_00905 PADG_03375
PAAG_02542 PABG_05882 PADG_06864
PAAG_05421 PABG_05957 PADG_06770
PAAG_07836 PABG_07755 PADG_08248
PAAG_03849 PABG_00883 PADG_03347
PAAG_07032 PABG_03036 PADG_01561

Erg25 ergosterol biossintese Parede celular PABG_00691 PADG_03128 PAAG_03253
Erg28 ergosterol biossintese Parede celular PAAG_03696 PABG_00752 PADG_03199
Aspartate-semialdeido desidrogenase (ASADH) Via metabdlica PAAG_08065 PABG_07306 PADG_08376
B-N-acetilhexosaminidase Parede celular PADG_06728 PABG_05994 PAAG_05380
Prefenato desidratase (PDH) Via metabolica PAAG_07380 PABG_05562 PADG_05878
6,7-dimetil-8-ribitillumazina sintase (DRLS) Via metabodlica PAAG_00851 PABG_01387 PADG_03983
Tioesterase superfamilia Via metabodlica PAAG_06629 PABG_02647 PADG_01085
Adenosina deaminase Via metabodlica PAAG_00523 PABG_06782 PADG_02162
GMP sintase Via metabolica PAAG_02333 PABG_04834 PADG_05472
Dihidrofolato redutase (DHFR) Via metabodlica PADG_05351 PAAG_08913 PABG_07774
Alcool desidrogenase Via metabolica PAAG_08248 PABG_03450 PADG_02018
F1FO0 ATP sintase mitocondrial Via metabodlica PAAG_02265 PABG_04772 PADG_05402
Metalopeptidase Via metabodlica PAAG_07202 PABG_02532 PADG_00962
Ubiquitina-especifica protease Via metabdlica PADG_04938 PAAG_05092 PABG_04542
Proteina da familia da ubiquitina Via metabdlica PAAG_05332 PABG_06039 PADG_06675
VeA (RYP2/RYP3) Outro PAAG_03070 PABG_00531 PADG_02949
VosA Outro PAAG_02671 PABG_03151 PADG_01695
VelB Outro PAAG_06081 PABG_06575 PADG_08037
LaeA Outro PAAG_05395 PABG_05982 PADG_06744
RYP1 Outro PAAG_03579 PABG_06919 PADG_06243
Citocromo P450 Outro PAAG_01848 PABG_02127 PADG_00528
Anidrase carbonica Outro PAAG_05716 PABG_06289 PADG_07674
Tirosina fosfatase Outro PAAG_04037 PABG_03867 PADG_07313
Fator inibidor de migracéo de macréfago (MIF) Qutro PAAG_01158 PABG_01732 PADG_03671
Fosfolipase D Outro PAAG_02042 PABG_02293 PADG_00705
Ribonuclease D — subunidade Outro PAAG_04510 PABG_04292 PADG_04671
Dominio PDZ (também conhecido como DHR or GLGF) Outro PAAG_04650 PABG_04416 PADG_04809
Tirosinase Outro PAAG_01024 PABG_01611 PADG_03805
RNA polimerase DNA-direcionada Outro PAAG_00396 PABG_06677 PADG_02279
RNA polimerase RNA-direcionada Outro PABG_03975 PADG_07439 PAAG_04185
Acetiltransferase (GNAT) familia Outro PADG_05962 PAAG_06044 PABG_05634
Catecol O-metiltransferase (COMT) Outro PAAG_04909 PABG_00243 PADG_02644
Uricase Outro PAAG_01437 PABG_01949 PADG_00331
Lipase (classe 3) Outro PAAG_00013 PABG_05054 PADG_07242
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Além da facilidade de cristalizacdo predita pelo servidor XtalPred, também foram

avaliadas, manualmente, as seguintes caracteristicas dessas proteinas:

1. Similaridade de estrutura primaria com proteinas humanas (utilizando o
BLASTPp (http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi?PAGE=Proteins);

2. Disponibilidade de ensaio funcional relativamente mais simples (ensaio
enzimatico, por exemplo);

3. Estrutura tridimensional ja resolvida em fungos do género Paracoccidioides
(http://www.rcsb.org/pdb/home/home.do);

4. Caracteristicas funcionais interessantes como, por exemplo, ja ser alvo de

medicamentos antifungicos.

Apos todos estes processos, uma das proteinas selecionadas foi a catecol O-
metiltransferase (COMT).

3.4. Catecol O-metiltransferase (COMT)

Em 1958, surgiu a primeira descricdo de uma reacdo de O-metilacdo de
catecolaminas e outros catecbis catalisada por uma enzima (AXELROD;
TOMCHICK, 1958). Depois disso, mais 36 anos se passaram até a publicacdo da
primeira estrutura cristalografica de uma catecol O-metiltransferase (COMT de
figado de rato) recombinante (VIDGREN; SVENSSON; LILJAS, 1994).

Em 2018, pesquisa no banco de dados PDB (Protein Data Bank - www.rcsb.org)
mostra 30 estruturas tridimensionais de COMT depositadas, sendo 21 sao de Rattus
norvegicus (mamifero), 6 de Streptomyces peucetius (planta), duas de Mendicago
sativa (bactéria) e uma humana (mamifero). Outras estruturas estdo disponiveis,
mas sdo variacbes nas sequéncias dessas proteinas ou das condicdes de
cristalizacdo. Importante de se notar € que ainda néo existem cristais para COMT de

fungos.

Enzimas do tipo catecol O-metiltransferase (COMTSs) fazem parte de uma classe de
proteinas conhecidas como metiltransferases (MTases) dependentes de S-
adenosilmetionina (SAM) (CHENG; BLUMENTHAL, 1999). As enzimas dessa
classe diferenciam-se de acordo com o 4tomo do substrato que sofrerd a metilacdo

(oxigénio, nitrogénio, enxofre, carbono, iodo, bromo, cloro ou arsénio) e, apesar
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desses diferentes nucledfilos, todas as metilagbes parecem ocorrer por substituicdo
nucleofilica bimolecular (Sy2) (COWARD, 1971; COWARD, 1977).

Além do semelhante mecanismo de reagdo, essas enzimas compartilham uma
estrutura central comum, com uma folha- de sete fitas com configuragcéo 61 7| 51
41 11 21 31 que forma uma estrutura aberta do tipo sanduiche ao/B/a, enquanto a
estrutura total tem um dobramento do tipo Rossmann (Figura 9) (FAUMAN;
BLUMENTHAL; CHENG, 1999). Essa configuracédo de centro para direita (1 até 3) e
depois centro para esquerda (4 até 6) € responsavel por criar uma fenda central
onde ocorre a ligagédo do substrato (BRANDEN, 1980; SWINDELLS, 1993).

Visdo frontal

o
o (Frente)
Fita ¢ 2 3 4 5 6 7 Hélice N, ¢ Terminal

ALALNAAAVY O b D

Visdo do topo

Figura 9. Estrutura geral das enzimas MTases. A figura apresenta a regiéo frontal, lateral e do topo
das enzimas MTases. Os tridngulos representam fitas da folha-B e os circulos representam as a-
hélices. A seta preta na estrutura junto com os dois primeiros triangulos pretos (1 e 4) representam a
regido de formacdo da fenda. N e C representam a regido N-inicial e a C-terminal da proteina. A
proteina modelo utilizada neste caso é a COMT de codigo PDB 1VID (VIDGREN; SVENSSON;
LILJAS, 1994). Imagem adaptada de Fauman e colaboradores (VIDGREN; SVENSSON; LILJAS,
1994).
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Em todas as MTases uma ou duas hidroxilas da ribose (presente na SAM) interagem
por ponte de hidrogénio com a cadeia lateral 4cida de um aminoacido (Asp ou Glu)
localizado no final da cadeia 21, chamada de D-loop. Outros dois residuos
conservados sao uma Gly (G-loop) e o aminoacido no topo da cadeia 41 (em casos
como da COMT, uma Val). As glicinas permitem interagées de hidrogénio entre sua
cadeia principal e o grupamento amino da metionina na SAM, enquanto o
aminoacido no topo da cadeia 41 faz uma interacdo de hidrogénio entre sua cadeia
lateral e o carboxilato da metionina da SAM. As pontes de hidrogénio realizadas
entre os atomos N1 e N2 da adenina vém do loop seguindo a cadeia 31 (FAUMAN;
BLUMENTHAL; CHENG, 1999). Apesar das estruturas serem semelhantes para
todas as subfamilias das MTases, isso ndo € refletido na conservacdo das
sequéncias (que tende a ser semelhante somente dentro das subfamilias)
(FAUMAN; BLUMENTHAL; CHENG, 1999).

Especificamente, as COMTs estdo presentes em uma variedade de organismos
como bactérias, fungos, invertebrados e vertebrados, onde podem existir sob a
forma solavel (S-COMT) e ligada a membrana (MB-COMT) e possuem outras
caracteristicas como especificidade para substrato, propriedades cinéticas e
tamanho que as diferem das outras proteinas da classe das MTases (VIDGREN et
al., 1999). Essas enzimas catalisam a metilacdo de um grupo fenol do substrato

catecol utilizando SAM (S-adenosilmetionina) e Mg®* como cofatores (Figura 10).

NH,

NH,
N B N
b O ST
3 NN OH N">N7 OCH;
00C._~_$ 5 OH 00C_~_8 5 OH
NH" ' comT N '

OH OH OH OH

SAM Catecol SAH Guaiacol

Figura 10. Reacéo catalisada pela COMT. Exemplo de reacdo catalisada pela enzima COMT. A
enzima catalisa a metilacdo de um grupo fenol do substrato catecol. SAM (S-adenosilmetionina); SAH
(S-adenosil-homocisteina).

COMTs possuem alto grau de similaridade de sequéncia primaria, sendo que as
diferencas podem ser encontradas em regides de ligacdo do substrato ou na ancora
sinal (VIDGREN et al., 1999). Porém, a COMT de Paracoccidioides ndo possui muita

similaridade com a COMT humana, em relacdo as outras COMTS.
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Segundo Vidgren (1999), essas enzimas sdo constituidas de duas partes distintas, a
fenda mais profunda para ligacdo da SAM e a regido de ligacdo do substrato e
catélise, com o Mg*" localizado ao centro. Para a ligacdo da SAM e liberacdo da

SAH, a enzima precisa sofrer uma mudanca conformacional.

Durante a catélise, primeiro ocorre a ligacdo da SAM, depois 0 Mg?* (outros cétions
divalentes ja foram reportados) e por ultimo o substrato (Figura 11). A formacéo de
um produto formado com um metil meta ou para € dependente do substrato, sendo

gue somente uma das posicoes pode ser metilada apés a ligacdo do substrato.

SAM
E —— E-SAM E-SAM-Mg?*
SAH S
E-SAH E-SAM-Mg?*-S
Mg?*
P
E-SAH-Mg?* \ E-SAM-Mg?**-P

Figura 11. Esquema da catalise realizada pela COMT. Primeiro ocorre a interagdo da SAM (S-
adenosilmetionina) com a enzima (E). Em segundo passo, o Mg2+ também interage com a enzima.
Apés os dois cofatores interagirem com a enzima, o substrato (S) se liga e a catalise ocorre com
posterior formacao do produto (P). A SAM perde o grupamento metil, se tornando uma molécula de
S-adenosil-homocisteina (SAH). Por fim, o M92+ e depois a SAH deixam enzima. A enzima fica livre
novamente para realizar o processo de catdlise (VIDGREN et al., 1999).

Em relacdo a velocidade, o turnover dessas enzimas é considerado baixo e a etapa
determinante da reacéo é a transferéncia do metil, que ocorre via um encaixe justo e
simétrico de um estado de transicdo Sy2. Para chegar a essa etapa, um préton que
é retirado de uma das hidroxilas do catecol é responsavel por iniciar a reacao sendo

0 Mg®* necessério para a ligagéo do substrato (Figura 11) (VIDGREN et al., 1999).

Diferentes metiltransferases de fungos tiveram algumas func¢fes atribuidas. Veser

(1987) realizou estudos de cinética e inibicdo da proteina COMT no fungo Candida
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tropicalis e observaram que a proteina esta presente na membrana celular e na
parte exterior da parede celular. Os resultados indicaram a possibilidade de a COMT
estar envolvida na regulacdo do transporte de cations bivalentes através do sistema
de membranas, devido a caracteristica quelante dos OH nos substratos de catecol e
os grupos sulfidrilas reativos no sitio catalitico. Essa COMT também parece estar
envolvida na transicdo micélio-levedura, pois um meio deficiente de Mg®* e SAM

intracelular previne a transicdo normal de levedura para micélio.

Averbeck et al. (1999) estudaram, no fungo Podospora anserina, o gene PaMTH1
que codifica uma proteina O-metiltransferase dependente de SAM. Esta proteina
apresentou alto percentual de homologia com a COMT da planta Vitis vinifera. Os
resultados demonstraram que esta proteina do fungo parece protegé-lo contra o
estresse oxidativo, catalisando a metilacdo de compostos fendlicos, que caso nao

modificados, poderiam virar radicais livres.

Kinnings et al. (2009) estudando novos farmacos para o fungo Micobacterium
tuberculosis observou que inibidores da COMT humana também agem na enzima 2-
trans-enoil-ACP(CoA) redutase responsavel pela biossintese da parede celular deste

fungo.

As funcdes da COMT no fungo Paracoccidioides ainda sdo desconhecidas. Assim,
como essa enzima parece desempenhar papéis importantes na sobrevivéncia de
outros fungos e como nao ha estrutura determinada da COMT nem em
Paracoccidioides nem em outras espécies fungicas, ela foi escolhida para esse

trabalho.
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4. METODOLOGIA

4.1. Clonagem da sequéncia codificadora da COMT

Para o desenho da sequéncia codificadora da proteina COMT que seria sintetizada
guimicamente e posteriormente clonada, foi analisada a similaridade dessa
sequéncia nas trés espécies Pb03, Pb18 e Pb0Ol. Isso é importante porque as
diferentes espécies de Paracoccidioides causadoras da PCM podem responder de
forma diferente ao tratamento ou a um ensaio diagndstico, caso essa proteina
mostre-se, no futuro, promissora para testes de diagnostico ou como alvos de

medicamentos.

A sequéncia codificadora da enzima COMT foi enviada para a empresa GenScript
(Piscataway, EUA) que realizou duas ac¢fes: 1- sintetizou quimicamente a sequéncia
nucleotidica de acordo com a sequéncia enviada e clonou no vetor de clonagem
pUC57 e 2- subclonou as sequéncias no vetor de expressdao pET28a(TEV)

previamente enviado para a empresa.

O vetor pET28a(TEV) € um vetor pET28a (Novagen, Darmstadt, Alemanha)
modificado pela inser¢do de um sitio de clivagem para a protease TEV (Tobacco
etch virus) que retira a cauda de histidinas N-terminal adicionada pelo vetor
(CARNEIRO et al., 2006) (Figura 12).

A proteina COMT que foi clonada possui uma sequéncia de 292 aminoacidos
(Quadro 1), massa molecular de 31,9 kDa, um indice de cristalizagdo combinado 2

(de acordo com o servidor XtalPred) e um ensaio enzimatico simples.
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Figura 12. Desenho esquemético do vetor pET28a(TEV) — 5369 pb. Observamos a cauda de
histidinas (His tag) que o vetor adiciona a proteina recombinante expressa e o sitio de clivagem para
a TEV protease que sao adicionados a sequéncia da proteina recombinante, além do sitio mdltiplo de
clonagem (SMC) e as enzimas de restricao compativeis.

Quadro 1. Sequéncia de amino&cidos da proteina COMT. Sequéncia dos 292 aminoacidos da
COMT. A sequéncia esta escrita em cédigo de uma letra e da extremidade N-terminal para a C-
terminal.

1 10 20 30 40 50 60

MMGVDRPYLP KPETHCGDGR EVELLQYIYS LPNLEELRGS PSKIVEAIDQ YGRDNYYLMN
70 80 90 100 110 120

VGSVKGPIIT SLIAAVKPQV MVELGGYVGY SAILFGDAVR KAGGKRYYSL EKDPVEGAVS
130 140 150 160 170 180

TLLLNLAGLG DEVQVIIGPS DISLYNLHRS GTINRIDLLEF LDHYKPAYVV DLKLCEQLGM
190 200 210 220 230 240

IVPGSILAAD NVISPGNPPY LKYVRSNVEE KRHEAASNPA ACRGYDLRGE SKSIINRYGI
250 260 270 280 290

SGEKAMTAVS ISGNPNLIYE SRLVNSFEPT GEPDGVEITR CIGTARTSIS KL
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4.2. Expressao heterdloga

Para a expressdo da proteina de interesse, 0s plasmideos recombinantes
(PET28a(TEV) contendo o gene codificante da COMT — comt) foram inseridos em
bactérias eletrocompetentes por eletroporacdo. Diferentes cepas de E. coli foram
utilizadas para expressdo da proteina recombinante, sendo elas: BL21(DE3),
ArcticExpress(DE3) (Agilent, Santa Clasa, USA), Rosetta™ (Merck Millipore,
Darmstadt, Alemanha) e Rosetta-gami'™ (Merck Millipore, Darmstadt, Alemanha).
Cada uma das cepas possui particularidades que possibilitam diferentes condigbes

de expressao.

Para a eletroporacéo, 50 uL de cultura de bactérias eletrocompetentes e 1 yL (35
ng.uLY) da solucdo de plasmideo recombinante (pET28a(TEV)-comt) foram
adicionados a uma cubeta apropriada e eletroporados a 1,8 V. Logo em seguida,
foram adicionados 500 L de meio LB liquido (10 g.L™* de peptona, 5 g.L™ de extrato
de levedura e 5 g.L™ de NaCl, pH 7,4) e a mistura foi deixada sob agitacdo por 1 h a
37 'C e 280 rpm para expressao do gene de resisténcia. Posteriormente, a mistura
foi plaqueada em meio seletivo 1,5 % (p.v') de LB/agar com 50 pg.mL™* de
canamicina (e outro antibiético dependendo de qual cepa de E. coli estava sendo
utilizada) e deixada na estufa a 37 °C por 16 h. Para ArcticExpress foi necessaria a
adicdo de 40 pg.mL™ de gentamicina e para Rosetta e Rosetta-gami a adicdo de 34

ng.mL™ de cloranfenicol.
4.2.1. Expressao heter6loga em Escherichia coli BL21(DE3)

Bactérias E. coli BL21(DE3) transformadas com o vetor de expressdo pET28a(TEV)
contendo o gene comt clonado foram inoculadas em 20 mL de meio LB
suplementado com o antibiético canamicina (concentracdo final 50 ug.mL™). Apés
incubacédo por 18 h a 37 °C e 250 rpm, essa cultura foi transferida para 500 mL de
meio LB/canamicina e, apés alcancar a OD600 entre 0,5-0,6, foi adicionado
isopropil-B-D-tiogalactopiranosideo (IPTG) na concentracdo final de 0,5 mmol.L™
para inducéo da expressao por mais 4 h a 37 °C e 250 rpm.

Alternativamente, o tempo (4 a 18 h) e a temperatura de inducao (18 a 37 °C) da

expresséo foram variados além da concentragéo de IPTG (0,01 a 1 mM).
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4.2.2. Expressédo heter6loga em Escherichia coli Rosetta(DE3) e Escherichia
coli Rosetta-gami(DES3)

Bactérias Rosetta ou Rosetta Gami foram transformadas com o vetor de expresséo
pET28a(TEV) contendo o gene comt clonado foram inoculadas em 10 mL de meio
LB suplementado com os antibiéticos canamicina (concentragdo final 50 pg.mL™) e
cloranfenicol (concentracao final 34 pg.ml™). Apés incubacéo por 18 h a 37 °C e 200
rpm, essa cultura foi transferida para 1 L de meio LB/canamicina e cloranfenicol que
foi incubado a 37 °C e 200 rpm até que atingisse a OD600 entre 0,5 e 0,6. Apés
esse periodo, foi adicionado IPTG na concentracéo final de 0,5 mmol.L? para

inducao da expressédo por mais 4 h a 37 °C e 200 rpm.

Alternativamente, o tempo e a temperatura de inducdo da expressao foram variados

além da concentracéo de IPTG.

Os primeiros testes de expressao heter6loga utilizando as cepas de E. coli
Rosetta(DE3) e Rosetta-gami(DE3) foram realizados no Laboratério de Biologia
Estrutural (BIOEST) coordenado pelo Prof. Dr. Ronaldo Nagem, na Universidade
Federal de Minas Gerais (UFMG).

4.2.3. Expressdao heter6loga em Escherichia coli ArcticExpress(DE3)

Bactérias E. coli ArcticExpress(DE3) transformadas com o vetor de expressao
pET28a(TEV) contendo o gene comt clonado foram inoculadas em 20 mL de meio
LB suplementado com o antibiético canamicina (concentracéo final 50 pg.mL™) e
gentamicina (concentracéo final 40 pg.mL™). Apés incubacdo por 18 h a 37 °C e 250
rom, essa cultura foi transferida para 500 mL de meio LB (sem antibiotico). Apds
incubacédo por 3 h a 30 °C e 250 rpm e depois por mais 10 min a 12 °C e 250 rpm, foi
adicionado IPTG na concentracéo final de 0,5 mmol.L™ para inducdo da expressao
por mais 24 ha 12 °C e 250 rpm.

Alternativamente, o tempo e a temperatura de inducdo da expresséo foram variados

além da concentracdo de IPTG.

47



4.2.4. Expressao com adic¢éo de etanol

Para a expressao com adicdo de etanol, foi realizado um pré-inéculo padrao (seja
para a BL21(DE3), Rosetta, Rosetta-gami ou Arctic Express) contendo 20 pyL do
clone especifico, 5 mL de meio LB e os antibiéticos especificos para cada cepa.
Esse pré-indculo foi incubado por 18 h a 37 °C e 250 rpm.

Para o teste inicial de expressao, 20 pL do pré-indculo foram adicionados a 5 mL de
meio LB e, a cada indculo teste, foi adicionado etanol para as concentracfes finais
de 1, 2 e 3 %, sendo que um indculo ndo recebeu etanol para funcionar como o
controle. Assim, esses inéculos foram entdo submetidos ao protocolo especifico de

cada cepa.

4.3. Lise bacteriana

As células bacterianas foram coletadas por centrifugacdo a 4612 g por 10 min para
BL21, Rosetta e Rosetta-gami e por 15 min para ArcticExpress. Os pellets foram
ressupendidos em uma proporcdo de 5 pL de tamp&o de lise (100 mmol.L™* de Tris-
base pH 8,5; 500 mmol.L™* de NaCl; 25 mmol.L™ de sacarose; 10 mmol.L™* de MgCly;
10 % (v.v'h) de glicerol; 1 % (v.v') de Tween 20; 5 mmol.L™* de B-mercaptoetanol; 2
mmol.L™ de PMSF) por cada 1 mg de pellet. As células foram lisadas por 3 ciclos de
congelamento (-80 °C) e descongelamento (temperatura ambiente) e em seguida por
3 ciclos de sonicacdo de 30 s em banho de gelo com intervalos de 30 s. Os debris
celulares foram removidos por centrifugacdo a 4 °C durante 30 min a 15500 g.

Alternativamente, alteracdes no processo de lise foram realizadas.

O acompanhamento da expressao e a verificacdo da presenca da proteina na fase
solavel ou insoluvel apds a lise foram realizados por eletroforese em gel de

poliacrilamida 12 %.

4.4. Eletroforese desnaturante em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)

A analise eletroforética de proteinas foi realizada em géis de poliacrilamida com
SDS, como descrita por Laemmli (1970), no sistema Mini-Protean Tetra Cell da
BioRad (Hercules, USA). As proteinas foram aquecidas a 100 °C por 5 min em
tamp&o de amostra (0,2 % (p.v'?) de SDS, 50 % (v.v*') de glicerol e 0,01 % (p.v') de
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azul de bromofenol em 0,31 mmol.L™ de Tris-HCI pH 6,8) e separadas em gel
contendo 12 % (p.v™') de poliacrilamida, 0,3 % (p.v') de bis-acrilamida e 0,1 % (p.v?)
de SDS, em 0,375 mmol.L" de Tris-HCI pH 8,8. O gel de empilhamento foi
constituido de 3 % (p.v*') de poliacrilamida, 0,3 % (p.v*') de bis-acrilamida e 0,1 %
(p.v!) de SDS em 0,125 mmol.L™ de Tris-HCI pH 6,8. Os géis de separacdo e
empilhamento foram polimerizados na presenca de 0,1 % (p.v') de persulfato de
aménio e (1:2000, v.v') de TEMED. A corrida foi realizada em tamp&o constituido de
0,192 mmol.L™ de glicina, 0,1 % (p.v') de SDS e 0,025 mmol.L™ de Tris-base pH 8,5
em uma voltagem constante de 100 V.

Para visualizar as bandas de proteinas, o gel foi incubado por pelo menos duas
horas em solucdo de 15 % (v.v'') de metanol, 7 % (v.v') de &cido acético e 0,25 %
(p.v!) “Coomassie Brilliant Blue” R250. A seguir a solucdo de 50 % (v.v?') de
metanol e 10 % (v.v'') de &cido acético foi utilizada para a remocdo do excesso de

corante. Os géis foram entéo fotografados.

Foram utilizados dois tipos de marcadores: o marcador de peso molecular “Precision
Plus Protein Unstained Standard” (BioRad) que contém 10 proteinas recombinantes
(variando de 10 a 250 kDa), incluindo trés bandas de referéncia (25, 50 e 75 kDa); e
um marcador (marcador LBBMP), montado no nosso préprio laboratério, que contem
quatro proteinas com massas moleculares de 67 (Albumina), 43 (Ovoalbumina), 25
(Anidrase carbonica) e 13,7 (Ribonuclease A) kDa.

4.5. Western Blot

O Western Blot foi realizado colocando o gel de SDS-PAGE sobre uma membrana
de PVDF, ambos embebidos em tamp&o 48 mmol.L™ de Tris pH 9,2, 39 mmol.L™ de
glicina e 20 % metanol. O sistema foi colocado em uma cuba especifica para
transferéncia semi-dry sendo submetido a uma voltagem constante de 25 V durante
40 min. O marcador utilizado foi o Pierce™ Prestained Protein MW Marker
(ThermoFisher Scientific), com 6 proteinas abrangendo de 20 a 120
kDa.

ApoOs ser retirada do sistema, a membrana foi bloqueada por 30 min com leite
desnatado 10 % em tamp&o TBS-T (20 mmol.L™ de Tris-base pH 7,6, 500 mmol.L™
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de NaCl e 0,1 % Tween). Apés trés lavagens em tampao TBS-T, a membrana foi
incubada overnight sob agitacdo a 4 °C com o anticorpo primario especifico anti-
histidina (Sigma, St. Louis, USA) diluido 1:3000 em tampéo TBS-T-leite desnatado 5
%. ApOs cinco lavagens com TBS-T, o anticorpo secundario anti-imunoglobulina
conjugado com peroxidase (Anti-mouse IgG — whole molecule —peroxidase
conjugate, Sigma, St. Louis, USA) na diluicdo de 1:5000 em TBS-T-leite desnatado 5

% foi adicionado e incubado por 1h sob agitacdo a temperatura ambiente.

A membrana foi revelada por quimioluminescéncia (técnica ECL — “Enhanced
Chemioluminecency”) e a marcagdo visualizada no equipamento Chemidoc
(BioRad).

Os ensaios de Western blot foram realizados no Laboratério de Neurobiologia
Molecular e Comportamental (LNMC) da UFES, coordenado pelas professoras Dra.
Cristina Martins e Silva e Dra. Rita Gomes Wanderley Pires.

4.6. Purificagao da proteina recombinante

Para purificar a proteina de interesse foram realizadas duas etapas de purificacdo. A
primeira purificacao foi realizada utilizando cromatografia por afinidade e a segunda

utilizando cromatografia por gel filtracao.
4.6.1. Cromatografia por afinidade

A cromatografia por afinidade foi realizada utilizando uma coluna montada com uma
resina de Ni** HisTrap HP (GE Healthcare Biosciences) de 7 mL pré-equilibrada com
5 volumes de tamp&o de equilibrio (100 mmol.L™* de Tris pH 8,0; 500 mmol.L™ de
NaCl; 30 mmol.L™* de imidazol). O sobrenadante (fase soltvel), obtido apés lise e
remocao dos debris e adicionado de 30 mmol.L™ de imidazol (concentracéo final), foi
aplicado na coluna. Apés passagem da amostra, a coluna foi lavada com o mesmo
tampéao de equilibrio e a proteina recombinante foi eluida pela passagem do tampao
de eluicdo (100 mmol.L* de Tris pH 8,0; 500 mmol.L? de NaCl e diferentes

concentragdes de imidazol).

Foram, portanto, avaliadas uma eluicdo com tampédo de eluicdo com gradiente
crescente de 50, 100, 200, 400 e 500 mmol.L™ de imidazol e uma eluicéo linear com

tampao de eluicdo contendo 500 mmol.L™* de imidazol.
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A purificag&do por cromatografia de afinidade foi acompanhada por leitura das fragdes
obtidas em espectrofotometro (comprimento de onda 280 nm) e por SDS-PAGE 12
%.

4.6.1.1. Didlise e concentracéo da proteina COMT obtida ap6s cromatografia de

afinidade

Apés a cromatografia de afinidade, a amostra contendo as fracbes obtidas apds a
eluicdo foram submetidas a didlise. Para isso, 40 mL da amostra foram adicionados
a um saco de didlise utilizando uma membrana de celulose de Cut off de 6 a 8 kDa e
colocado em contato 2 L de tamp&o 100 mmol.L™* de Tris-HCI pH 8,0 e 500 mmol.L™
de NaCl por 18 horas a 4 °C e com leve agitacdo. Foram realizadas 2 trocas de

tampéao.

Apoés a dialise, a amostra foi concentrada utilizando filtro Vivaspin® Turbo 15 da
Sartorius (Cut off 10 kDa) e centrifugacéo a 4 °C e 4000 g.

4.6.2. Cromatografia por gel filtracao

Foram testadas duas diferentes colunas de gel filtragdo: Ultrahydrogel® 250
(Waters, Milford, EUA) e Superose 12 10/300 (GE Healthcare Biosciences).

A coluna Ultrahydrogel 250 (volume de 14,3 mL) foi utilizada acoplada ao sistema
HPLC (Shimadzu, Quioto, Japao) disponivel no Laborat6rio Multiusuario de Analises
Biomoleculares (LABIOM) na UFES. A coluna foi equilibrada com tampédo 100
mmol.L™* de Tris-HCI pH 7,5 e 100 mmol.L™* de NaCl com fluxo de 0,8 mL.min™ com
temperatura do forno e do detector a 30 °C e a pressdo méxima de 120 kg.cm™.

Para a corrida, foram injetados 100 pL de amostra em concentracdes variadas.

A coluna foi calibrada utilizando as proteinas (Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA) de
massa molecular conhecida (padrdes) albumina (66 kDa), ovoalbumina (43 kDa),
anidrase carbénica (29 kDa), ribonuclease A (13,7 kDa) e citocromo C (12,3 kDa).
Para isso, 20 pL de cada proteina a 1 mg.mL™ foram aplicados na coluna e a corrida

seguiu 0s mesmos parametros da corrida da amostra de COMT.

A coluna Superose 12 10/300 (volume de 24 mL) foi utilizada acoplada ao sistema
HPLC (Shimadzu, Quioto, Japao) disponivel no Laboratério de Quimica de Proteinas
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(LQP) da UFES, coordenado pela professora Dra. Suely Gomes de Figueiredo. A
coluna foi pré-equilibrada com tamp&o 100 mmol.L™ de Tris-base pH 8,0, 100
mmol.L™ de NaCl e 10 mmol.L™* de MgCl, a um fluxo de 0,3 mL.min™. Para calibrar a
coluna, foram utilizados 1 mg de albumina (66 kDa) e citocromo C (12,3 kDa)

diluidos em 20 pL de tampéao.

Durante a corrida, foram aplicados 500 pL da amostra dialisada e concentrada a 2

mg.mL™ utilizando os mesmos parametros da corrida para as proteinas padréo.

Apoés a cromatografia de gel filtracdo, a amostra obtida foi concentrada utilizando
filtro Vivaspin® Turbo 15 da Sartorius (Cut off 10 kDa) a 4 °C e 4000 g.

4.7. Caracterizacédo bioquimica e biofisica

4.7.1. Ensaio enzimatico (espectrofotometria UV/UV-Vis)

A atividade da enzima COMT foi determinada espectrofotometricamente seguindo o
consumo do substrato catecol de acordo com o método descrito por Dhar e Rosazza
(2000), baseado no meétodo de Arnow (1937). Adaptacbes ao método foram

realizadas para trabalhar com volumes menores de amostra.

A reacdo enzimética padrdo continha 1 mmol.L* de DTT, 10 mmol.L™ de MgCl,, 2
mmol.L™* de SAM, 1 mmol.L™ de catecol e 20 a 200 mg da enzima COMT e tamp&o
50 mmol.L* de Tris-HCI pH 7,5, para um volume final de 200 pL. As reacdes
enzimaticas foram incubadas a 35 °C por 30 min e encerradas pela adicao sucessiva
de 200 pL de 0,5 mmol L™ de HCI, 200 pL de 10 % (p.v*') de NaNO,, 200 pL de 10
% (p.v'') de NaMoOy, e 200 L de 1 mmol L™ de NaOH. Esses reagentes de parada
formam um complexo de cor vermelho-alaranjada (¢ = 1,1 M™* cm™) que absorve luz
no comprimento de onda de 510 nm (ARNOW, 1937)

Ao término da reacgédo, foram adicionados 500 pL de agua MiliQ para ajustar a leitura
para a faixa linear de absorbancia (entre 0,1 e 1). A absorbancia a 510 nm do branco
(reacdo sem adicdo da enzima) e da reacdo enzimatica foi medida imediatamente

para determinar a quantidade de catecol consumida na reagéo.

Unidades de atividade da COMT foram definidas como a quantidade de enzima

necessaria para catalisar a metilacdo de 1 umol de catecol por minuto nas condi¢des
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padrbes de ensaio. Atividades especificas foram expressas como unidade por

miligrama de proteina.

A quantidade de proteina foi medida utilizando a absorbancia da luz a 280 nm e
coeficiente de extincdo molar (¢) foi previsto in silico no ProtParam
(web.espasy.org/protparam/) como sendo 26820 L mol™ cm™ com todos os residuos
de cisteina reduzidos.

4.7.2 Desnaturacgéo térmica

Para monitorar a desnaturacao térmica, o método de variacdo de absorcdo entre
estados nativos e desnaturados foi aplicado monitorando dois comprimentos de
onda (280 e 293 nm). A amostra utilizada foi 1 mL a 0,17 mg.mL™ da frac&o 2 obtida
apos a cromatografia por gel filtracdo com Superose 12.

Um espectrofotdbmetro UV-Vis Evolution ™ 300 (Thermo Fisher Scientific, Inc, EUA)
equipado com um controlador de temperatura de amostra termoelétrica (sistema
Peltier) foi usado para registrar as medidas de absorcado. O intervalo de temperatura
foi de 288.15K até 353.15K com 5 K.min? e intervalo de aquisicdo de 30s. As
medidas foram realizadas com solucées a 0,17 mg.mL™* da fracdo 2 de COMT
(obtida em gel filtracdo) em 100 mmol.L™ de tamp&do de Tris a pH 8,0 com 100
mmol.L™ de NaCl e 10 mmol.L™ de MgCl..

4.8. Dicroismo circular

Uma amostra de 100 uL da fracao 2 obtida apds a cromatografia por gel filtracdo na
concentracdo de 0,15 mg.mL™ foi adicionada em uma cubeta de quartzo com
caminho 6ptico de 1 cm para obtencdo dos dados utilizando um espectropolarimetro,
Jasco J-810 equipado com sistema Peltier de controle de temperatura. Foram
adquiridos espectros do UV distante de 190-260 nm. Para cada espectro da amostra
foi subtraido o espectro do tampado correspondente. Um espectro representa a
média de 10 acumulagfes, com resolugéo 0,5 nm, tempo de resposta de 4 segundos
e velocidade de varredura de 50 nm.min™ (VIANA et al., 2010). Estes experimentos
foram realizados no Laboratério de espectroscopia e calorimetria (LEC) do
Laboratorio Nacional de Biociéncias (LNBIO) em Campinas.
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Os resultados foram analisados através do programa CDNN para gerar a
porcentagem de cada estrutura secundaria.

4.9. Andlise estrutural in silico

4.9.1. Alinhamento local

O alinhamento local foi realizado utilizando a ferramenta BLAST (Basic Local

Alignment Search Tool) disponivel em https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi.

4.9.2. Predicao estrutura secundaria

A predicdo da estrutura secundaria foi realizada utilizando as ferramentas onlines
gratuitas PSIPRED (http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred/), PHYRE2
(http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/phyre2/html/page.cgi?id=index) e PORTER
(http://distillf.ucd.ie/porter/).

4.9.3. Modelagem da proteina

O modelo tridimensional da proteina foi gerado utilizando o I-TASSER, disponivel
em https://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I-TASSER/.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Expresséo heterdloga

5.1.1. Expresséo heter6loga em Escherichia coli BL21(DE3)

A bactéria E. coli BL21(DE3) atualmente é a cepa mais utilizada para expresséo
heter6loga. Ela possui beneficios como alta quantidade de expressdo em baixo
tempo de inducdo, devido a auséncia das proteases Lon e OmpT (ROSANO;
CECCARELLI, 2014). Porém, a desvantagem é que a alta quantidade de expressao
pode produzir corpos de inclusdo com proteinas agregadas na fracado insolavel da
lise bacteriana (LEBENDIKER; DANIELI, 2013).

Apds um teste padrdo para expressao heteréloga da COMT em E. coli BL21(DE3)
utilizando indugéo com 0,5 mmol L™ de IPTG por 4 h a 37 °C onde a COMT foi
expressa em boa quantidade, porém, totalmente no extrato insolavel, foram

realizadas diferentes abordagens na tentativa de obter essa proteina soltvel.
Assim, diferentes parametros foram variados:

1) Temperatura. Mudancas na temperatura podem influenciar na taxa de
alongamento da cadeia polipeptidica, induzindo consequentemente o colapso
da cadeia polipeptidica em dominios estruturais ordenados. A diminuicdo da
temperatura permite que as chaperonas bacterianas e os aditivos quimicos
protejam a cadeia polipeptidica crescente e auxiliem no enovelamento correto
(LEBENDIKER; DANIELI, 2013);

i) Tempo de inducdo, que pode levar a maior ou menor producdo da proteina
recombinante;

iii) Concentracao do indutor (IPTG). A concentracdo de indutor afeta a producéo
de mRNA e influencia a concentracdo local de cadeias polipeptidicas
nascentes. As concentracfes reduzidas do indutor podem impedir a
agregacéo das cadeias em crescimento enquanto ainda estdo no polissoma
(LEBENDIKER; DANIELI, 2013);

iv) Meio de cultura. O meio padrdo de expressao utilizado foi o meio LB, mas

foram testadas concentracbes variadas de NaCl, para fornecer forca iGnica
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para o enovelamento da proteina e de MgCl,, cofator da proteina que também
auxiliaria no enovelamento da mesma;

v) Condicbes de Ilise. O tempo de sonicacdo, da temperatura de
congelamento/descongelamento, da lise por cisalhamento e lise por agitacao
em tampdo de lise podem influenciar na solubilidade da proteina

recombinante.

De forma geral, todas as abordagens avaliadas resultaram na producdo da COMT
na fracdo insoluvel da lise bacteriana. A Figura 13 apresenta resultados de
expressodes heterdlogas realizadas a 37 °C (por 4 h) e 18 °C (por 18 h), ambas com
0,5 mmol L' de IPTG, e das fracdes sollveis e insoltveis das lises dessas

expressoes.
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Figura 13. SDS-PAGE 12 % da expresséo heterdloga e lise de COMT em E. coli BL21. Resultado
da expresséo heteréloga e também da lise de COMT em E. coli BL21. Nas condi¢8es de expressao a
37 °C (A) e 18 °C (B) (0,5 mmol L™ de IPTG) a proteina se apresentou na fracdo insoltvel da lise
bacteriana quando analisada em SDS-PAGE 12%. A) Expressao heter6loga de COMT em BL21 a 37
°C por 4 h. B) Expresséo heter6loga de COMT em BL21 a 18 °C por 18 h. Para o gel A) M = marcador
LBBMP; Para o gel B) M = Precision Plus Protein Unstained Standard” (BioRad); 0 h CBL = pellet de
COMT BL21 com 0 h de indugdo; 4 h CBL = pellet de COMT BL21 com 4 h de indugéo; 18 h CBL =
pellet de COMT BL21 com 18 h de indugéo; Sol CBL = fragdo soluvel da lise bacteriana de COMT
BL21; Ins CBL = fragdo insoluvel da lise bacteriana de COMT BL21; Banda entre parénteses () =
COMT + sitio TEV + His-tag com 33,9 kDa.
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Como descrito anteriormente, por ser a cepa bacteriana mais utilizada atualmente
para expressao heterologa, a E. coli BL21 foi a primeira a ser testada. Apos todos 0s
testes apresentarem resultados insatisfatorios, expressdo da proteina na fracéo
insolavel, outras cepas de E. coli foram testadas para obtencdo da proteina

recombinante na frac&o sollvel da lise bacteriana.

5.1.2. Expressdao heter6loga em Escherichia coli Rosetta(DE3)

A bactéria E. coli Rosetta(DE3) € utilizada para expressar proteinas as quais
possuem coédons raros. Outras cepas de bactérias E. coli ndo possuem certos tRNAs
em grandes quantidades no citosol. A Rosetta, por sua vez, contém o plasmideo
PRARE com genes extras para os tRNAs dos cdédons AGG/AGA (Arg), AUA (lle),
CCC (Pro) e GGA (Gly). Esse fato pode influenciar na sintese da proteina e no seu
enovelamento, o que pode afetar a solubiidade da mesma (ROSANO;
CECCARELLI, 2014).

Os primeiros testes para expressdo heteréloga da COMT em E. coli Rosetta foram
realizados no Laboratério de Biologia Estrutural (BIOEST) coordenado pelo Prof. Dr.
Ronaldo Nagem, na Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG). No BIOEST, a
cepa foi submetida a condicfes de expresséo por 4 ha 37 °C e a 18 h por 18 °C (0,5

mmol L™ de IPTG). Os resultados das expressées sdo apresentados na Figura 14.

A proteina de interesse foi expressa na fracdo sollvel da lise bacteriana, quando
realizada expresséo por 18 h a 18 °C e 0,5 mmol L™ de IPTG.

O fato da proteina de interesse necessitar desses codons raros e ser expressa em
bactérias com o plasmideo pRARE pode influenciar de maneira negativa ou positiva
em sua solubilidade. O aumento da producdo da proteina devido a presenca dos
tRNAs adicionais, pode causar um aumento de expressdo e, em alguns casos,
diminuir a solubilidade da proteina. Isso acontece porque a pausa na velocidade de
traducao (organismos sem pRARE) pode ser um fator que desacelera a formacéo de
novas cadeias polipeptidicas, prevenindo a formacédo de agregados (ROSANO;
CECCARELLI, 2014).
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Figura 14. SDS-PAGE 12 % da expressado heterdloga e lise de COMT em E. coli Rosetta.
Resultado da expressdo heterdloga e também da lise de COMT em E. coli Rosetta. Todas as
inducdes foram realizadas com 0,5 mmol.L™* de IPTG. Quando expressa a 37 °C (A) a proteina se
apresentou na fracdo insoltvel da lise bacteriana. Porém quando expressa a 18 °C (B) a proteina se
apresentou em ambas fragdes insollvel e sollvel da lise bacteriana quando analisada em SDS-PAGE
12%. A) Expressédo heter6loga de COMT em Rosetta a 37 °C por 4 h. B) Expressao heteréloga de
COMT em Rosetta a 18 °C por 18 h. M = Precision Plus Protein Unstained Standard” (BioRad); O h
CRO = pellet de COMT Rosetta com 0 h de inducéo; 4 h CRO = pellet de COMT Rosetta com 4 h de
inducéo; 18 h CRO = pellet de COMT Rosetta com 18 h de indugéo; Sol CRO = fragédo solivel da lise
bacteriana de COMT Rosetta; Ins CRO = fragdo insoluvel da lise bacteriana de COMT Rosetta;
Banda entre parénteses () = COMT + sitio TEV + His-tag com 33,9 kDa.

Para a COMT de Paracoccidioides, sdo encontrados 3 AGG, 5 AGA, 11 GGA, 7 AUA
e 2 CCC. Ao total sdo 28 cddons suplementados pelos tRNAs extras fornecidos pelo
plasmideo pRARE, um total de aproximadamente 9,6 % da proteina. Essa
porcentagem sugere que ocorre um aumento na taxa de alongamento das cadeias
polipeptidicas. Em altas temperaturas e com os tRNAs extras, a taxa de
alongamento das cadeias polipeptidicas nascentes pode ter aumentado e resultado
em uma maior formacdo de agregados (fracdo insoluvel da Figura 14A). Porém,
com a diminuicdo da temperatura a taxa de formacédo dessas cadeias polipeptidicas
parece ter diminuido e os tRNAs terem sido Uteis (quando comparados com a BL21

a 18 °C) na producéo da COMT na fracdo soluvel da lise bacteriana (Figura 14B).

Ao tentar repetir em nosso laboratério (LBBMP) os mesmos resultados obtidos no

BIOEST, a proteina foi expressa na fragdo insoluvel da lise bacteriana.
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Acredita-se que a principal diferenga observada entre as duas condi¢des (expresséo
a 18 °C no BIOEST e expresséo a 18 °C no LBBMP) foi a de lise. A lise da parede
bacteriana através de sonicacdo foi diretamente afetada devido aos diferentes
equipamentos utilizados. Por ser menos potente, o sonicador do LBBMP pode nao

ter produzido energia suficiente para correta lise e solubilizagcdo da COMT.

Para que essa cepa de bacteriana seja utilizada na producdo da COMT no LBBMP

novos protocolos de lise deverao ser testados.

5.1.3. Expresséo heter6loga em Escherichia coli Rosetta-gami(DE3)

A bactéria E. coli Rosetta-gami(DE3) possui o mesmo plasmideo pRARE, e
consequentemente, as mesmas funcbes da Rosetta. Porém, a Rosetta-gami
também possibilita a formacéo de pontes dissulfeto durante a expresséo da proteina
na bactéria (ROSANO; CECCARELLI, 2014). Isso é possivel devido a mutacdo em
dois sistemas da E. coli responsaveis pelo ambiente redutor em seu citoplasma. Os
sistemas tiorredoxina-tioredoxina redutase, e glutaredoxina-glutaredoxina redutase
mutados em Rosetta-gami favorecem a formacao de pontes dissulfeto no citosol da
bactéria (BESSETTE, et al., 1999).

Os primeiros testes para expressao heteréloga da COMT em E. coli Rosetta-gami
também foram realizados no Laboratorio de Biologia Estrutural (BIOEST). No
BIOEST, a cepa foi submetida a condicbes de expressao por 4 ha 37 °Ce al8h
por 18 °C (0,5 mmol L™ de IPTG). Os resultados das expressées sdo apresentados
na Figura 15.

O mesmo resultado obtido para cepa Rosetta foi obtido na Rosetta-gami. A proteina
de interesse foi expressa na fracdo soluvel da lise bacteriana, quando realizada
expressdo por 18 h a 18 °C e 0,5 mmol L™ de IPTG.

A COMT de Paracoccidioides possui 4 residuos de cisteinas e, de acordo com os
resultados obtidos para a expressao heter6loga em Rosetta-gami, eles ndo formam
pontes dissulfeto essenciais para o enovelamento da proteina. Caso as pontes
dissulfeto fossem essenciais, uma diferenca na expressao entre Rosetta e Rosetta-

gami seria observada.
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Figura 15. SDS-PAGE 12 % da expressédo heterbéloga e lise de COMT em E. coli Rosetta-gami.
Resultado da expressédo heterdloga e também da lise de COMT em E. coli Rosetta-gami. Quando
expressa a 37 °C (A) a proteina se apresentou na fragéo insoluvel da lise bacteriana. Porém quando
expressa a 18 °C (B) a proteina se apresentou em ambas fragBes insolivel e soliuvel da lise
bacteriana quando analisada em SDS-PAGE 12 %. A) Expresséo heteréloga de COMT em Rosetta-
gami a 37 °C por 4 h. B) Expressado heter6loga de COMT em Rosetta-gami a 18 °C por 18 h. M =
Precision Plus Protein Unstained Standard” (BioRad); 0 h CRG = pellet de COMT Rosetta-gami com 0
h de inducéo; 4 h CRG = pellet de COMT Rosetta-gami com 4 h de inducdo; 18 h CRG = pellet de
COMT Rosetta-gami com 18 h de inducdo; Sol CRG = fracdo sollvel da lise bacteriana de COMT
Rosetta-gami; Ins CRG = fracdo insollvel da lise bacteriana de COMT Rosetta-gami; Banda entre
parénteses () = COMT + sitio TEV + HISTAG com 33,9 kDA.

Novamente, ao tentar repetir em nosso laboratério (LBBMP) os mesmos resultados
obtidos no BIOEST, a proteina foi expressa na fracdo insoltvel da lise bacteriana.
Acredita-se que o problema seja 0 mesmo descrito para expressao e lise da COMT

em E. coli Rosetta.

Para que essa cepa de bacteriana seja utilizada na producdo da COMT no LBBMP

novos protocolos deverdo ser testados.

5.1.4. Expressdao heter6loga em Escherichia coli ArcticExpress(DE3)

Como alternativa para melhorar a solubilidade da proteina COMT, a bactéria E. coli
Arctic Express(DE3) foi utilizada. Essa cepa possui duas chaperoninas, Cpnl0 e
Cpn60, que sdo funcionais a baixas temperaturas (4 a 13 °C) (ROSANO;
CECCARELLI, 2014).
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Como j& mencionado, a diminuicdo da temperatura possibilita uma melhor
solubilidade da proteina recombinante a ser expressa. Mas a diminuicdo da
temperatura também diminui a atividade das chaperonas GroEL/GroES de E. coli. A
cepa ArcticExpress contorna este problema ao possuir essas duas chaperoninas
Cpnl0 e Cpn60. Desse modo, expressfes em temperaturas mais baixas e com
melhor solubilidade s&o possiveis (FERRER et al., 2003; FERRER et al., 2004).

Para a expressdo heterdloga da COMT em E. coli Arctic Express(DE3) também
foram avaliadas diferentes temperaturas e tempos de inducdo; concentracdo de
indutor; meio de cultura; condi¢cdes de lise; além da presenca ou ndo de antibibtico
no indculo. A maioria dos resultados foram insatisfatorios devido ao fato das
expressdes em ArcticExpress ndo produzirem ou produzirem pouca quantidade da

proteina de interesse (consequéncia da diminuicdo da temperatura).

O tempo de inducao sugerido no manual da cepa ArcticExpress é de 24 h a 12 °C.
Nesse tempo de indugdo, a expressdo de COMT foi muito baixa (Figura 16). Na
tentativa de aumentar a producao, o tempo de inducdo da proteina foi aumentado de
24 para 67 h a 12 °C. O resultado da expressédo heteréloga a 12 °C por 67 h é
apresentado na Figura 17.

A expressdo com 0,5 mmol.L™ de IPTG a 12 °C por 67 h resultou em producéo da
COMT nas fracdes insolluvel e sollvel da lise bacteriana, porém, a quantidade de
proteina expressa no tempo total e na fracdo soluvel foi bem maior que aquela
obtida quando a inducdo foi por 24h (Figura 16). Ou seja, essa condicdo foi
promissora para a expressao da COMT na fracdo solGvel. O préximo passo foi testar
se as bactérias estavam sobrevivendo por todo este periodo de inducdo e se o pH

se matinha estavel (Figura 18).

O resultado do grafico apresentado na Figura 18 demonstra que as bactérias nao
sofrem uma morte completa ou uma reducao significativa com as 67 h de inducao.
Sendo assim, ndo ocorreram perdas na producao de proteina devido ao longo tempo

de inducéo.
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Figura 16. SDS-PAGE 12 % da expressdo heter6loga por 24 h e lise de COMT em E. coli
ArcticExpress. Resultado da expressdo heteréloga e também da lise de COMT em E. coli
ArcticExpress. Concentracao de 1,0 mmol.L™ de IPTG. Quando expressa a 12 °C por 24 h a proteina
aparenta ser pouco expressa quando analisada em SDS-PAGE 12%. M = Precision Plus Protein
Unstained Standard” (BioRad); 0 h CAE = pellet de COMT ArcticExpress com 0 h de indugéo; 24 h
CAE = pellet de COMT ArcticExpress com 24 h de indugéo; Ins CAE = fracdo insolivel da lise
bacteriana de COMT ArcticExpres; Sol CAE = fracdo solivel da lise bacteriana de COMT
ArcticExpress; Banda entre parénteses () = COMT + sitio TEV + His-tag com 33,9 kDa.
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Figura 17. SDS-PAGE 12 % da expressdo heter6loga por 67 h e lise de COMT em E. coli
ArcticExpress. Resultado da expressdo heteréloga e também da lise de COMT em E. coli
ArcticExpress. Concentracdo de 0,5 mmol.L™ de IPTG. Quando expressa a 12 °C por 67 h a proteina
se apresentou em ambas fragBes insollvel e soluvel da lise bacteriana quando analisada em SDS-
PAGE 12 %. M = Precision Plus Protein Unstained Standard” (BioRad); 0 h CAE = pellet de COMT
ArcticExpress com 0 h de inducéo; 67 h CAE = pellet de COMT ArcticExpress com 67 h de inducéo;
Sol CAE = fracéo solivel da lise bacteriana de COMT ArcticExpress; Ins CAE = fragao insoluvel da
lise bacteriana de COMT ArcticExpress; Banda entre parénteses ( ) = COMT + sitio TEV + His-tag
com 33,9 kDa; Banda entre { } = suposta chaperonina Cpn60 da ArcticExpress.
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Figura 18. OD600 ao longo do tempo na expressdao de COMT em ArcticExpress. A OD600 ao
longo do tempo de inducgédo foi monitorada. Mesmo 70 horas de inducdo ndo foram suficientes para
reduzir a quantidade de bactérias a um nivel significativo. Deste modo, a expressdo com 67 horas de
inducéo se demonstra uma alternativa favoravel a expressédo da COMT.

Em relacdo ao pH, ele foi monitorado utilizando fita indicadora da faixa de pH. O
resultado observado foi de que nas primeiras 48 h o pH se manteve na faixa de 6 a
7, e das 48 h até as 70 h o pH se manteve na faixa de 7 a 8. Para esse resultado,
nao foi considerado que o pH estivesse interferindo na expressao da proteina, tendo

em vista que a faixa ideal € em torno de 7.

5.1.5. Expresséo com adicéo de etanol

Na tentativa de diminuir o tempo de inducdo, também foi avaliada a adicdo de 2 e
3% (v.v') de etanol com induc&o por 24h. Chhetri e colaboradores (2015) obtiveram
aumento da expressdo de proteinas recombinantes ao utilizar adicdes de etanol no
meio de cultura. Todas as inducées foram realizadas com 0,5 mmol.L™* de IPTG

utilizando a temperatura de 12 °C com agitagdo a 250 rpm.

Como observado na Figura 19, ha boa expressédo da proteina com apenas 24 h de
inducéo quando 2 ou 3 % de etanol é adicionado ao meio. O proximo passo € fazer
a lise e verificar se a proteina, assim como na inducédo sem etanol por 67 h, aparece

no extrato soltvel.
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Figura 19. SDS-PAGE 12 % da expressao heterdloga de COMT em E. coli ArcticExpress com e
sem a presenca de etanol. Todas as expressdes foram realizadas com 0,5 mmol.L™ de IPTG. Para
as amostras de 24 h sem etanol (A) e 67 h sem etanol (B) as imagens dos géis representam a fracéo
solavel da lise bacteriana. Para as amostras de 24 h com 2 % de etanol (C) e 24 h com 3 % de etanol
(D) as imagens dos géis representam o pellet da expressdo. M = Precision Plus Protein Unstained
Standard” (BioRad); Banda entre parénteses () = COMT + sitio TEV + His-tag com 33,9 kDa; Banda
entre { } = suposta chaperonina Cpn60 da ArcticExpress.

Chhetri e colaboradores (2015) acreditam que a presenca de etanol poderia
mimetizar a resposta de choque térmico em E. coli, o que também auxiliaria na

estabilidade e o correto enovelamento das proteinas expressas.

Esse aumento da indugao resultaria em uma aceleracdo da producdo de COMT,
pois ao final das purificacdes, sdo obtidas baixas concentracdes de COMT (6 mL a 2
mg.mL™? no méaximo). O que rende um total de aproximadamente 1,67 mg de
proteina por litro de expressdo. Essas baixas concentragbes séo obtidas de 3
expressbes heterélogas que no total demoram 3 semanas. Sendo que para a

formacao de um cristal seriam necessérias grandes quantidades de proteina pura.
5.2. Purificacdo da proteina recombinante

5.2.1. Cromatografia por afinidade

A fracdo soluvel obtida da expressdo da COMT em E. coli Arctic Express(DE3)

(indugéio com 0,5 mmol.L™ de IPTG por 67 h a 12 °C) foi submetida & cromatografia
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por afinidade utilizando a resina Ni Sepharose 6 Fast Flow (GE Healthcare Life
Sciences). O Ni** presente na resina possibilita a ligacdo coordenada do metal com
as seis histidinas presentes na porcdo N-terminal da proteina recombinante. Depois
de ligadas, tampdes com imidazol, um competidor pelo Ni** presente na resina,
foram utilizados para sua eluicdo (BRESOLIN; MIRANDA; BUENO, 2009).

Foram utilizadas duas abordagens para eluicdo da proteina na cromatografia de
afinidade: eluicdo com tamp&o 100 mmol.L™* de Tris-HCI pH 8,0, 500 mmol.L™ de
NaCl e contendo um gradiente crescente de 50 a 500 mmol.L™ de imidazol (Figura
20) e eluicdo em um (nico passo com o mesmo tamp&o contendo 500 mmol.L™ de

imidazol (Figura 21).
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Figura 20. Cromatografia de afinidade por niquel da fracdo solivel de COMT expressa em
ArcticExpress (Eluicdo linear com gradiente crescente de imidazol). A fragdo soldvel da lise
bacteriana de ArcticExpres (2 L de expressdo) foi adicionado imidazol para concentracéo final de 30
mmol.L™. A mistura foi aplicada em uma coluna de cromatografia por afinidade ao niquel. O gréfico
apresenta a aplicacdo da amostra de aproximadamente 0 a 15 mL; a lavagem de 15 a 65 mL; e a
eluicdo de 65 a 90 mL. O inserto no grafico mostra a ampliacdo da regido de eluigdo no
cromatograma. Cada nUumero representa o pico (maior concentragdo de proteinas) da eluicdo
proveniente das diferentes concentracdes de imidazol. Pico 1 = 50 mmol.L™ de imidazol; Pico 2 = 100
mmol.L™ de imidazol; Pico 3 = 200 mmol.L™ de imidazol; Pico 4 = 400 mmol.L™ de imidazol; Pico 5 =
500 mmol.L™* de imidazol.
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Figura 21. Cromatografia de afinidade por niquel da fracdo solivel de COMT expressa em
ArcticExpress (Eluicdo com 500 mmol.L™" de imidazol). A fracdo solivel da lise bacteriana de
ArcticExpres (7,2 L de expressao) foi adicionado imidazol para concentracéo final de 30 mmol.L™. A
mistura foi aplicada em uma coluna de cromatografia por afinidade ao niquel. O gréfico apresenta a
aplicacdo da amostra de aproximadamente 0 a 100 mL; a lavagem de 100 a 170 mL; e a eluicdo de
170 a 205 mL. O inserto no grafico mostra a ampliagdo da regido de eluicdo no cromatograma. A
eluicdo foi realizada com Unica concentragdo de 500 mmol.L™" imidazol.

As Figuras 20 e 21 demonstram diferentes padrdes de eluicdo devido ao método
utilizado. Proteinas com menor afinidade pelo Ni** presente na resina tendem a
serem eluidas em concentracdes menores de imidazol. Ja proteinas com maior
afinidade (como a COMT com a cauda de histidina) tendem a ter maior afinidade
pelo Ni** e somente serem eluidas em altas concentra¢des de imidazol. Portanto, o
meétodo de gradiente crescente tende a eliminar proteinas indesejadas (melhorando
a pureza da amostra apos a purificacdo), enquanto o método com eluicdo de 500

mM imidazol libera de uma sé vez todas as proteinas que estavam ligadas ao metal.

Os resultados das diferentes cromatografias de afinidade por niquel foram
analisados através de SDS-PAGE 12 % (Figura 22).
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Figura 22. SDS-PAGE 12 % das diferentes eluic6es por cromatografias de afinidade por niquel
realizadas para COMT. A figura apresenta dois géis utilizados para analisar duas diferentes
condicdes de cromatografia por afinidade. A) SDS-PAGE de amostras provenientes de cromatografia
por afinidade ao niquel com eluicdo em gradiente crescente de imidazol (50 a 500 mmoI.L'l). B) SDS-
PAGE de amostras provenientes de cromatografia por afinidade ao niquel com eluicdo em passo
nico de 500 mmol.L™" de imidazol. A = amostra (fracdo soltvel da lise bacteriana + 30 mmol.L™ de
imidazol); L1 = 1° intervalo de coleta da lavagem; L2 = 2° intervalo de coleta da lavagem; E 50 = pico
da eluicdo com 50 mmol.L™" de imidazol; E 100 = pico da eluicdo com 100 mmol.L™ de imidazol; E 200
= pico da eluigdo com 200 mmol.L™ de imidazol; E 400 = pico da eluicdo com 400 mmol.L™ de
imidazol; E 500 = pico da eluicdo com 500 mmol.L™ de imidazol; E1 = 1° intervalo de coleta da
eluicdo; E2 = 2° intervalo de coleta da eluicdo; E8 = 8° intervalo de coleta da eluicdo. M = marcador
LBBMP; Banda entre parénteses ( ) = COMT + sitio TEV + His-tag com 33,9 kDa; Banda entre { } =
suposta chaperonina Cpn60 da ArcticExpress.

Em ambas as abordagens (com ou sem gradiente), uma proteina na regido de
aproximadamente 35 kDa aparece no gel de SDS-PAGE. Acredita-se que essa
proteina seja a COMT. Porém, em nenhum dos casos a COMT foi a Unica proteina
liberada na eluicdo. Outra proteina aparece como a principal interferente na regiao
de 60 kDa. J4 é descrito na literatura e em foruns (www.reseachgate.net) que a
chaperonina Cpn60 (formada por 14 mondémeros de aproximadamente 60 kDa) de
ArcticExpress pode ser um contaminante em cromatografia por afinidade ao niquel
para purificacdes de proteinas com cauda de histidina.

Por ser uma chaperonina, a caracteristica dessa proteina é que interaja com
proteinas nascentes para auxiliar no enovelamento. Belval et al. (2015) descrevem
que a regido hidrofébica da Cpn60 pode estar envolvida na ligacédo e liberacdo de
outras proteinas. Com isso, sugerem que para desfazer essa interagdo hidrofobica,
entre proteina recombinante e chaperonina, um agente caotrépico pode ser utilizado
para expor (abrir) a regido hidrofébica da chaperonina e liberar a proteina

recombinante.
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Em diversas condicfes testadas, Belval et al. (2015), encontraram que a utilizacao
de uma lavagem com ureia na cromatografia possibilitou a eluicdo da Cpn60 de
ArcticExpress. Assim, também avaliamos a utilizacdo de ureia 1 mol.L™* no tampéo
de lavagem com o intuito de separar a Cpn60 que aparece em grandes quantidades

na eluicdo juntamente com a COMT.

Para o teste desse protocolo, uma amostra que ja havia sido submetida
cromatografia de afinidade (com Cpn60 e COMT), foi aplicada novamente na
cromatografia de afinidade. O resultado apresentado nao foi satisfatorio. No entanto,
em seu artigo, Belval et al. (2015) sugerem que a lavagem com ureia é proteina
dependente. Sendo assim, outras concentracdes de ureia (por exemplo, 1,5, 1 e 0,5

mol.L™) devem ser testadas.

ApOs a cromatografia de afinidade as amostras foram dialisadas para retirada do
imidazol e posterior cromatografia de gel filtracdo. A dialise foi realizada com uma
membrana de didlise de Cut off de 6 a 8 kDa. O tamp4o utilizado foi 100 mmol.L™* de
Tris-HCI pH 8,0 e 500 mmol.L™ de NaCl (sem presenca de imidazol). Toda a dialise
foi realizada a 4 °C e com leve agitacdo. A amostra dialisada foi submetida a
concentracéo utilizando filtro Vivaspin® Turbo 15 da Sartorius (Cut off 10 kDa) a 4 °C
e 4000 g.

5.2.1.1. Western blot

Para confirmar a expressédo e acompanhar a purificacdo da COMT, foi realizada a

técnica de Western blot utilizando anticorpo anti-cauda de histidinas (Figura 23).

Uma banda na regido de 33,9 kDa foi observada no Western blot evidenciando a
presenca de COMT na fracdo solluvel da lise bacteriana e apés a cromatografia de
afinidade. Na andlise da amostra da proteina concentrada, também é observada
uma banda entre as regides de 50 e 85 kDa. Um possivel dimero da COMT

resultaria em uma massa aproximada de 67,8 kDa.

A dimerizacdo da COMT observada em SDS-PAGE ja foi relatada na bibliografia.
Para a COMT soluvel humana, Yao et al. (2003), Cotton e colaboradores (2004) e Li
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et al. (2005) observaram o mesmo processo de dimerizacdo da proteina em SDS-
PAGE.

120
85
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Figura 23. Western blot utilizando anticorpo Anti-His para a expressdo e purificacdo da
proteina recombinante COMT. M = Pierce™ Prestained Protein MW Marker; 67 h Sol CAE
= fragdo sollvel da lise bacteriana de ArcticExpress obtida em expressdo com 67 h de inducgéo;
COMT CA = COMT dialisada e concentrada apds cromatografia por afinidade ao niquel; « = possivel
dimero da COMT.

Cotton e colaboradores (2004) observaram que quando a proteina esta em
concentracdes inferiores a 50 pmol.L™, ela migra como a proteina monomérica
esperada em condicbes redutoras do SDS-PAGE (presenca de 2 mmol.L™ de B-
mercaptoetanol). Em concentracées maiores, a proteina migra predominantemente
como um dimero e bandas com maiores agregados também séo evidentes, o0 que
também parece ser o caso da COMT desse trabalho. A proteina se mantém
monomérica nessas condicdes se forem adicionados de 3 a 10 mmol.L™ de DTT no

tampao de eletroforese. Esse resultado sugere que a agregacdo € resultado da

formacao de pontes dissulfeto.

Yao e colaboradores (2003) analisaram as duas formas de COMT através de SDS-
PAGE nao redutor e com diferentes concentracdes de espécies reativas de oxigénio.
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Eles observaram que quanto maior o ambiente oxidativo, maior a formagéo de
dimeros e maiores os agregados. Quando tratadas com 10 mmol.L* de DTT, as
amostras migraram normalmente como monémeros. Por conclusdo, o ambiente

oxidativo tende a formar agregados da COMT através de pontes dissulfeto.

A COMT solavel humana possui 7 residuos de cisteina que possibilitam a formacéao
dos agregados através das pontes dissulfeto. Mesmo que a COMT de
Paracoccidioides possua 4 cisteinas, o resultado do Western blot sugere que a

formacao desses agregados também ocorre nessa proteina.
5.2.2. Cromatografia por gel filtracao
5.2.2.1. Ultrahydrogel 250

A amostra obtida apos a cromatografia de afinidade foi dialisada e concentrada para
ser aplicada em coluna de gel filtracdo — Ultrahydrogel 250 conectada ao sistema
HPLC. A coluna foi previamente equilibrada em tamp&o 100 mmol.L™* Tris pH 7,5 e
100 mmol.L™* NaCl e a proteina foi eluida no mesmo tamp&o com um fluxo de 0,8

mL/min.

Previamente a purificacdo da proteina COMT, a coluna Ultrahydrogel 250 da Waters
foi calibrada utilizando as seguintes moléculas com massa molecular conhecida:
Blue Dextran 2000 (2000 kDa), Albumina (66 kDa), Ovoalbumina (43 kDa), Anidrase
carbdnica (29 kDa), Ribonuclease A (13,7 kDa) e Citocromo C (12,384 kDa), em
tamp&o 100 mmol.L™ de Tris pH 7,5 e 100 mmol.L™ de NaCl. Para cada molécula foi
calculada a constante Kav (obtida através da equacado 01), que foi utilizada para

construir um gréafico Kav versus log da massa molecular (Figura 24).

(Equacéo 01)

Sendo:

e Ve =volume de eluicdo do padrao;
¢ Vo = volume vazio da coluna (medido através do Blue Dextran 2000);

e Vit =volume total da coluna (14,3 mL).
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Figura 24. Gréfico Kav versus log da massa molecular para calibracdo da coluna Ultrahydrogel
250 da Waters para HPLC. A equacao da reta obtida apds regressao linear dos dados apresentou
um R2 de 0,99354.

Assim, foram aplicados 100 pL por corrida da amostra de COMT dialisada e
concentrada obtida apdés a eluicdo da cromatografia de afinidade e o perfil

cromatografico obtido esta apresentado na Figura 25.

O volume de retencédo tedrico calculado para COMT monomérica — 33,9 kDa e
dimérica — 67,8 kDa foi de 6,922 mL e 6,493 mL, respectivamente (considerando os
desvios padrées dos valores da reta = 6,207 a 7,637 mL). Os volumes de retencéo
dos picos 1, 2 e 3 foram 5,307, 6,600 e 7,120 mL, respectivamente, que
corresponderiam a proteinas com massa molecular de 221,9, 49,3 e 26,9 kDa,

respectivamente, utilizando a calibragéo da coluna realizada previamente.

Para os testes de atividade enzimatica foram coletadas as amostras dos picos 1, 2 e

3 apresentados na Figura 25.
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Figura 25. Perfil da purificacdo da proteina COMT por cromatografia de gel filtrac&o utilizando
a coluna Ultrahydrogel 250. A amostra aplicada é proveniente de uma purificagdo por cromatografia
de afinidade. Trés picos identificados no cromatograma foram selecionados para coleta e testes
posteriores. Os picos foram identificados como 1, 2 e 3. O volume de eluicdo de cada pico foi: Pico 1
=5,3 mL; Pico 2 = 6,6 mL; Pico 3=7,1 mL.

A coluna Ultrahydrogel 250, que possui uma escala de separacdo que varia de 1 a
80 kDa, ndo apresentou resolucédo suficiente para separagdo completa das amostras
de proteinas, visto que o primeiro pico foi eluido em volume de 5,5 mL, o que
corresponderia a uma proteina de massa de 221,9 kDa, maior que o limite de
resolucdo da coluna. Os picos 1, 2 e 3 podem apresentar mistura de proteinas.
Mas, de acordo com os célculos teéricos obtidos com a equacao da reta, uma maior
quantidade da COMT devera ser encontrada no pico 2 ou 3. Um gel de SDS-PAGE
12 % foi realizado para analisar o perfil das proteinas obtidas na cromatografia. O

resultado é apresentado na Figura 26.

Os resultados do SDS-PAGE indicam proteinas presentes na regido de 50 a 75 kDa,
com uma diminuicdo da concentragdo de proteinas nessa regido ao longo da
eluicdo. No Pico 1, uma banda na regido proxima de 34 kDa também é aparente, o
gue sugere-se como sendo os mondémeros da COMT que interagem com a Cpn60
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(resultando em uma massa superior a 90 kDa). Para o Pico 3 GFU, uma outra regiao
proxima a 25 kDa também é observada. Como nenhuma regido préxima a 34 kDa é
observada nos picos 2 e 3, supdem-se que a COMT possa estar sendo eluida em
forma de dimero. Onde o dimero da COMT estaria em maior quantidade no pico 2

(6,6 mL) de acordo com o calculo teérico (6,5 mL).
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Figura 26. SDS-PAGE 12 % das fracfes obtidas na cromatografia de gel filtracdo com coluna
Ultrahydrogel 250. O gel apresenta uma maior concentracéo de proteinas em regides entre 50 e 75
kDa, com exce¢édo do pico 3 que apresenta outra regido com proteinas em aproximadamente 25 kDa.
M = Precision Plus Protein Unstained Standard” (BioRad); Pico 1 GFU = pico 1 da cromatografia de
gel filtracdo Ultrahydrogel 250; Pico 2 GFU = pico 2 da cromatografia de gel filtracdo Ultrahydrogel
250; Pico 3 GFU = pico 3 da cromatografia de gel filtragcdo Ultrahydrogel 250. Banda entre parénteses
() = COMT + sitio TEV + His-tag com 33,9 kDa; Banda entre { } = Cpn60 ou dimero da COMT. « =
banda na regido de 25 kDa.

As amostras dos picos 1, 2 e 3 foram coletadas e concentradas para serem

avaliadas quanto a atividade enzimatica.
5.2.2.2. Superose 12 10/300

A coluna Superose 12 10/300, por ter um volume maior (24 mL) e uma faixa de
resolucao entre 1 e 300 kDa, foi utilizada para tentar melhorar a separacéo entre 0os

picos e permitir a aplicacdo de um volume maior de amostra, com consequente
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maior concentracdo de proteina nas fracbes obtidas. A coluna foi previamente
equilibrada em tamp&o 100 mmol.L™* de Tris pH 8,0, 100 mmol.L™* de NaCl e 10
mmol.L™* de MgCl, e foram injetados 500 pL da amostra de COMT proveniente da
cromatografia de afinidade com um fluxo de 0,3 mL.min™. As fracdes foram eluidas

no mesmo tampao e fluxo (Figura 27).

Além disso, dois padrbes também foram aplicados na coluna: a albumina (66 kDa),
que apresentou um Ve de 12,56 mL e o citocromo C (12,3 kDa), com Ve de 15,37

mL.
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Figura 27. Perfil da purificacdo da proteina COMT por cromatografia de gel filtragdo utilizando
a coluna Superose 12. A amostra aplicada é proveniente de uma purificagdo por cromatografia de
afinidade. Trés picos identificados no cromatograma foram selecionados para coleta e testes
posteriores. Os picos foram identificados como 1, 2, e 3. O volume de eluicdo de cada pico foi: Pico 1
= 8,34 mL; Pico 2 = 11,74 mL; Pico 3 = 13,29 mL. A regido 1,1 também foi coletada separada, apesar
de ndo possuir um pico definido.

O perfil cromatografico ficou bastante semelhante ao da coluna Ultrahydrogel, no
entanto, a Superose 12 permitiu a aplicacdo de um volume maior de amostra. As

relacdes de volume de eluicdo e massa sao apresentadas na Tabela 2.
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Depois de coletadas, as amostras dos picos 1, 1.1, 2 e 3 foram concentradas em
filtros Vivaspin® Turbo 15 da Sartorius (Cut off 10 kDa) a 4 °C e 4000 g e foram
analisadas em gel SDS-PAGE 12% (Figura 28).
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Figura 28. SDS-PAGE 12 % das fracfes obtidas na cromatografia de gel filtragdo com coluna
Superose 12. O gel apresenta uma maior concentracdo de proteinas em regides entre 50 e 75 kDa.
Proteinas com massa proxima a 37 kDa aparecem nos picos 1 e 1.1, e proteinas com massas mais
inferiores aparecem no pico 3. M = Precision Plus Protein Unstained Standard” (BioRad); Pico 1 GFS
= pico 1 da cromatografia de gel filtracdo Superose 12; Pico 1.1 GFS = pico 1.1 da cromatografia de
gel filtracdo Superose 12; Pico 2 GFS = pico 2 da cromatografia de gel filtragdo Superose 12; Pico 3
GFS = pico 3 da cromatografia de gel filtracdo Superose 12. Banda entre parénteses () = COMT +
sitio TEV + His-tag com 33,9 kDa; Banda entre { } = Cpn60 ou dimero da COMT. <« = banda na
regiao de 25 kDa.

Tabela 2. Comparacéo entre os volumes de eluicdo dos picos da Superose 12 e as massa dos
padrdes. A calibragdo da coluna ainda nao foi completada, por isso, ndo foi possivel calcular as
massas referentes aos picos.

Padrédo/Pico Volume de elui¢c&o (mL) Massa do padréo (kDa)
Pico 1 COMT 8,34
Pico 1,1 COMT =10
Pico 2 COMT 11,74
Albumina 12,56 66
Pico 3 COMT 13,29
Citocromo C 15,37 12,3

Os resultados obtidos nas duas cromatografias sugerem que a COMT esteja na
forma de dimero. Na Ultrahydrogel 250, o pico 2 é eluido em um volume de 6,6 mL,
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sendo que o valor tedrico calculado para o dimero seria de 6,5 mL, uma boa
aproximagdo. Ja para a cromatografia na Superose 12, o pico 2 foi eluido em volume
de 11,74 mL, valor menor que o volume da elui¢cdo para a albumina, que foi de 12,56
mL, ou seja, o0 pico 2 da Superose corresponde a uma proteina com massa maior
que a da albumina (66 kDa), sendo que o dimero da COMT tem massa teorica de
67,8 kDa.

Os picos 1 e 1.1 da Superose 12 também apresentam proteinas com massas um
pouco inferiores a 37 kDa. Suspeita-se que essas proteinas possam ser COMT de
Paracoccidioides que ainda ndo foram ou foram enoveladas corretamente, mas que
ainda estariam interagindo com a Cpn60 de ArcticExpress. Na cromatografia, a
interacdo entre essas proteinas (Cpn60 + COMT) diminuiria o volume necessario
para a eluicdo em gel filtracdo. Esse fato poderia explicar a atividade encontrada nos
picos 1 e 1.1 nos ensaios enziméaticos. Sendo que, o pico 2 (possivel dimero), seria
a estrutura quaternaria final da proteina, apresentando maior atividade em relacéo

as outras fracoes.

5.3. Caracterizacao bioquimica e biofisica

5.3.1. Ensaio enzimatico
5.3.1.1. Padronizacéo do ensaio

Um primeiro teste de atividade enzimatica foi realizado utilizando tempo de reacéo
de 30 min e temperatura de 35 °C com adi¢do de 1 mL de cada reagente de parada,
exatamente como descrito por Dhar & Rosazza (2000). Nesse ensaio (Ensaio 1), o
volume final da reacdo foi de 1 mL em tamp&o 100 mmol.L™* de Tris-HCI pH 7,5 e
100 mmol.L™ de NaCl e foram utilizados 100 pL da amostra enzimatica proveniente
dos diferentes picos da gel filtracdo (Tabela 3).

Tabela 3. Ensaio enzimatico para COMT (Ensaio 1). Primeiro teste para adaptacdo do ensaio
enzimatico para COMT de Paracoccidiodies. Foram utilizadas amostras provenientes dos 3 primeiros

picos obtidos na cromatografia de gel filtracdo com a coluna Ultrahydrogel 250. GFU = Gel filtragcéo
Ultrahydrogel 250.

Pico 1 Pico 1 Pico 2 Pico 3

Amostra (GFU) (GFU) (GFU) (GFU)
Concentracéo de proteina (A280 nm) (mg.m L'l) 0,00466 0,00344 0,00202 0,00144
Diferenca: Absorbéncia branco — amostra (510 nm) 0,0420 0,0179 0,0569 0,0135
A510/[Enzima] 9,013 5,203 28,168 9,375
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Ao final das reacdes, as amostras provenientes dos trés picos da gel filtragéo -
Ultrahydrogel apresentaram atividade, sendo que o maior consumo de substrato
ocorreu quando uma amostra do pico 2 foi utilizada na reacdo. Também foi
observado o aumento do consumo de substrato de acordo com o aumento da

concentracdo de proteinas no pico 1 da gel filtracdo (Ultrahydrogel 250).

Outro teste (Ensaio 2) foi realizado aumentando o tempo de reacdo para 45 minutos
e 0 volume de amostra enzimatica para 500 pL, mantendo-se todos os outros
parametros. O volume final de reacdo apds a adicdo dos reagentes de parada foi
diluido duas vezes para que a leitura da A510 entrasse na faixa linear de

absorbancia (Tabela 4).

Tabela 4. Ensaio enzimatico para COMT (Ensaio 2). Segundo teste para adaptacdo do ensaio
enzimatico para COMT de Paracoccidiodies. Foram utilizadas amostras provenientes da
cromatografia de afinidade e do pico 1 da cromatografia de gel filtracdo com a coluna Ultrahydrogel
250. O branco foi realizado com &gua tipo |I. GFU = Gel filtragdo Ultrahydrogel 250; CA =
Cromatografia de afinidade.

Amostra/Branco CA Pico 1 (GFU) Branco
Concentragao de proteina (A280 nm) (mg.mL™)  0,0179 0,00860 -
Absorbancia (510 nm) antes da diluicédo 1,451 1,639 1,651
Absorbéncia (510 nm) apés dilui¢ao 0,731 0,768 0,867
Diferenca: Absorbéncia branco —amostra (510 nm) 0,136 0,099 -
A510(diluida)/[Enzimal] 7,577 11,512 -

Com os resultados desse segundo ensaio, foi possivel observar a necessidade da
diluicho para a leitura da absorbéancia ficar dentro da faixa linear e,
proporcionalmente, um aumento da razdo diferenca de A510nm/[enzima] da
cromatografia de afinidade para a gel filtragao.

Por fim, com o intuito de diminuir a quantidade de enzima e reagentes utilizados,
todos os volumes dos componentes do ensaio foram proporcionalmente reduzidos
para um volume reacional final de 200 pL. Apés 45 minutos de reacdo, foram

utilizados 200 pL de cada reagente de parada.

ApoOs a parada, as reacoes também foram diluidas duas vezes para que a leitura da
A510 entrasse na faixa linear de absorbancia (entre 0,1 e 1). Ap6s 20 minutos, uma
segunda leitura foi realizada para avaliar se os valores da A510 se mantinham

estaveis (Tabela 5).
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Tabela 5. Ensaio enzimatico para COMT (Ensaio 3). Terceiro teste para adaptacdo do ensaio
enzimatico para COMT de Paracoccidiodies. Foi utilizada a amostra provenientes da cromatografia de
gel filtracdo com a coluna Ultrahydrogel 250. O branco foi realizado com agua tipo I. O volume
reacional foi reduzido para 200 pL. A estabilidade da cor na solucdo foi observada. GFU = Gel
filtracdo Ultrahydrogel 250.

Amostra/Branco Pico 1 (GFU) Branco

Concentracédo de proteina (A280 nm) (mg.mL'l) 0,0086 -
Absorbancia (510 nm) antes da diluicéo 1,496 1,373
Absorbancia (510 nm) apds a diluigao 0,240 0,264
A510(diluida) apés 20 min 0,237 0,253

Diferenca: Absorbancia branco — amostra (510 nm) 0,024 -

A510(diluida)/[Enzima] 2,791 -

Através dos dados obtidos no terceiro ensaio enzimatico, foi possivel observar que o
ensaio padrédo de Dhar e Rosazza (2000) pode ser reduzido para um volume
reacional menor. Além disso, em relacdo a estabilidade da cor da solucdo, os
autores relatam uma mudanca entre o fim da reac&o e os proximos 5 minutos e que
depois, de 5 min até 1 h, a cor se mantém estavel. No ensaio 3, ap6s 20 minutos da
parada da reacdo, os valores de A510 ndo alteraram. Esse fato é importante visto

que o espectrofotdmetro utilizado nas leituras esta em outro laboratério.

5.3.2. Efeito da temperatura sobre a estabilidade da proteina

A fim de verificar a estabilidade termodindmica da enzima COMT em funcédo da
temperatura, a fracdo 2 da Superose 12 foi submetida a um ensaio de desnaturacao
térmica com monitoramento de absorbancia durante o experimento e os resultados

estdo dispostos na Figura 29.

A analise das curvas de desnaturacdo térmica foram realizadas utilizando dois
comprimentos de onda, monitorando especificamente os residuos de aminoacidos
triptofano e tirosina, jA que a proteina de interesse ndo possui 0 residuo de
triptofano. Assim, através desta andlise foi possivel observar que existe ainda na
fracdo selecionada a contribuicdo ndo mensurada de outras moléculas. Como pode
ser observado na Figura 29 a absorcao da fracdo proteica ndo se altera com a
variacdo da temperatura até aproximadamente 320 K e a partir desta temperatura,
ao invés da absorcao diminuir, sua intensidade aumenta por um fator de 3,5 vezes.
Assim, com esta alteracdo no estado de absorcao para o estado desnaturado, pode
se supor que a populacdo de moléculas presente nas temperaturas acima de 320 K

encontraram uma via termodindmica mais favoravel ao sistema e formaram
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possivelmente um agregado ou um aglomerado estavel (estado nativo compacto).
Portanto, o resultado preliminar indica que acima de 320 K as proteinas presentes
em solucdo iniciam processo de aglomeracdo ou desnaturacdo sendo essa
temperatura limite para os ensaios posteriores. Esses resultados serdo realizados

novamente com uma fragdo mais pura.

0,9 4
Desnaturado

0,8 —
0,7 —
0,6 -
0.5 —

0.4

Absorbdncia

0,3
T Nativo

0.2

0,1

0,0

T T | T T T y T - | 1
290 300 310 320 330 340 350 360

Temperatua (K)

Figura 29. Desnaturacao térmica da enzima COMT a 0,17 mg.mL'l, em 100 mmol.L™ Tris pH 8,0,
100 mmol.L™ NaCl e 10 mmol.L™ MgCl, . Varredura de 290 a 370 K e scan rate de 1.0 K.min™,

com monitoramento a 280 nm (linha sélida) e 293 nm (linha tracejada).
5.4. Caracterizacao estrutural

5.4.1. Dicroismo circular

A fracdo 2 obtida na cromatografia utilizando a Superose 12 foi submetida a analise
de dicroismo circular no Laboratério de espectroscopia e calorimetria (LEC) do
Laboratério Nacional de Biociéncias (LNBIO) em Campinas. O resultado é

apresentado na Figura 30.
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Figura 30. Dicroismo circular da fragdo 2 da COMT obtida na cromatografia de gel filtracdo. As
regides positivas em 193 nm e negativas em 208 e 222 indicam a presenca de a-hélices. Regibes
positivas em 198 nm e negativas proximas a 215 nm indicam presenca de folha-B. Perfil tipico de
proteinas enoveladas.

Os dados obtidos foram transformados de 6 (mdeg) para elipticidade molar pela
Equacédo 02. Esses valores foram analisados no programa CDNN para obtencédo da
porcentagem de cada estrutura secundaria presente na amostra. Os resultados séo

apresentados na Tabela 6.

Elipticidade molar = W (Equacéo 02)
10 ( )
Onde:
e 0 =mdeg;

e aa = numero de residuos de aminoacidos da proteina;

— = ; 5 -1y.
e [enz] = concentragao da enzima em solu¢cado (mg.mL™);
e MW = massa molecular da proteina (Da);

e | =caminho éptico da cubeta (cm).
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Tabela 6. Porcentagem de estruturas secundarias da COMT. Estimativa das estruturas
secundarias presentes na COMT (fragdo 2 da Superose). As estimativas sdo apresentadas em
porcentagens relativas a quantidade de a-hélices, folhas-p e random caoils.

Estrutura %
a-Hélice 12,83
Folha B 39,91

Random coil 47,26

Os 15 modelos da estrutura tridimensional de COMT, na presenca dos cofatores
SAM e Mg?*, possuem em média 31,63% de a-hélice, 19,73% de folha-B e 48,64%
de random coil. Para a COMT de Paracoccidioides, os valores de random coil estdo
coerentes com 0s outros modelos, ja as hélices e folhas aparecem em proporcdes
inversas. Essa inversdo na porcentagem das folhas e das hélices pode ser uma
caracteristica da COMT em Paracoccidioides, ou até em fungos, tendo em vista que
todos os 15 modelos sdo provenientes de mamiferos e nenhum modelo de COMT

para fungos foi depositado no PDB até o momento.

Por ultimo, a COMT de Paracoccidioides ainda néo foi totalmente purificada. Sendo
assim, outras proteinas podem estar contribuindo para o resultado obtido no

dicroismo circular.

5.5. Estudos de bioinformatica da proteina COMT

Devido as baixas expressées da COMT e a necessidade de grandes quantidades de
proteina para a cristalografia de raio-X, um modelo ted6rico da proteina foi
desenvolvido para que o estudo in silico de inibidores seja realizado e possa guiar 0s
experimentos. A selecdo racional de um inibidor para a COMT € processo crucial
para o desenvolvimento de uma droga, caso a proteina demonstre ser um alvo para

o tratamento da PCM.

5.5.1. Alinhamento local

Para construir um modelo de proteina por homologia, primeiramente € necessario
que sejam obtidas proteinas com estruturas resolvidas e que compartilhem
homologia com a COMT de Paracoccidioides. Assim, um alinhamento local pelo
BLAST foi realizado somente para sequéncias de proteinas com estruturas
tridimensionais resolvidas e depositadas no PDB. Para isso, foram gerados 24

melhores alinhamentos. Devido ao alto E-value (9,1) e o baixo score (28,5), o 24°
81



alinhamento foi descartado. Para todos os outros 23 alinhamentos, os valores dos E-
values e scores foram considerados satisfatorios. O codigo PDB e as pontuacfes de

todas as proteinas modelos utilizadas séo dispostos na Tabela 7.

Tabela 7. Codigo PDB e pontuacdo das proteinas selecionadas pelo BLAST para o
alinhamento. O resultado obtido pelo alinhamento do BLAST para COMT de Paracoccidioides com o
banco de dados do PDB é apresentado na tabela. O Score, a cobertura da sequéncia em relagdo a
COMT, o E-value e a identidade entre as sequéncias da COMT e as modelos sdo apresentados. Em
negrito estdo destacadas as COMT humanas.

Cobertura da

Cédigo PDB Score sequéncia E-value Identidade
4P58 133 57% 1,00E-37 39%
2ZLB, 2ZVJ, 2ZTH, 3A7D 133 64% 1,00E-37 37%

1JR4, 1H1D, 2CL5 (A-B), 1VID,
3HVH, 3HVI, 3HVJ (A-B), 3HVK,
3NW9, 3NWB, 3S68, 4P7G (A-
D), 4P7J, 4P7K, 4PYL, 5LQC, 133 64% 1,00E-37 37%
5LQR, 5LQU (A-B), 5P95, 5P96,
5P97, 5P98, 5P99, 5P9YA, 5PIB,
5P9C, 5P9D, 5P9E, 5POW, 5PA1L

5K0C (A-B), 5KOE 131 64% 8,00E-37 37%
5KOF (A-B) 131 64% 8,00E-37 37%
5K0B (A-H) 131 64% 8,00E-37 37%

30E4, 30E5, 30ZR, 30ZS,
30ZT, 3NWE, 3R6T, 3U81,
4PYM, 4PYN, 4PYO (A-B), 4PYQ
(A-B), 5LQK, 5LR6 (A-D), 5P8W
(A-C), 5LQJ (A-D), 5LQN, 5P8X,
5P8Y, 5P8Z, 5P90, 5P91, 5P92, 131 64% 8,00E-37 37%
5P93, 5P94, 5P9N, 5P90, 5P9P,
5P9Q, 5P9R (A-B), 5P9S, 5PIT,
5P9U, 5P9V, 5P9X, 5P9Y, 5P9Z,
5PA2, 5PA3, 5PA4, 5PA5, 5PAG,

5PA7 (A-B)
5KO0G (A-B), 5K0J (A-B) 131 64% 8,00E-37 37%
5FHR (A-B) 130 64% 9,00E-37 36%
5K09 (A-X) 130 64% 9,00E-37 37%
5KOL (A-D) 130 64% 1,00E-36 37%
5KON (A-D) 131 64% 1,00E-36 37%
5FHQ, 5LQA 130 64% 1,00E-36 36%
5K05 (A-B) 129 64% 5,00E-36 36%
5K01, 5K03 129 64% 6,00E-36 36%
4P7F 129 57% 7,00E-36 37%
5PAO 128 64% 9,00E-36 36%
3BWY 126 65% 4,00E-35 35%
4XUE (A-B) 125 65% 7,00E-35 35%
3A7E 125 65% 7,00E-35 35%
3BWM 125 65% 7,00E-35 35%
4XUC, 4XUD 125 64% 9,00E-35 35%
4PYI, 4PYJ, 4PYK, 5LSA 125 65% 1,00E-34 35%
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Através destes alinhamentos, o algoritmo também prediz dominios proteicos, 0s
quais fornecem a regido da sequéncia de aminoacidos da proteina de interesse
onde esta o dominio caracteristico de uma catecol O-metiltransferase (Tabela 8). De
acordo com o BLAST, a sequéncia de aminoacidos de 17 a 213 da COMT de
Paracoccidioides caracterizam a proteina como uma O-metiltransferase e a
sequéncia de 82 a 192 é caracteristica de um dominio de metiltransferase.

Tabela 8. Predicdo de dominio e familias pelo BLAST. O BLAST identificou regifes caracteristicas
de O-metiltranferases na sequéncia de aminoacidos da COMT de Paracoccidioides.

Acesso Intervalo E-value
Nome

YrrM COG4122  O-metiltransferase predita 17 - 213  4,35E-18
Methyltrasnf 24 pfam13578 Dominio de metiltransferase 82 -192 3,32E-15

Descricdo

Com todas as 23 sequéncias alinhadas em relacdo a COMT de Paracoccidioides foi
possivel determinar residuos e regides conservadas na estrutura primaria da
proteina. Os aminoacidos com conservacdo > 65% sdo encontrados entre 0s
residuos de 17 a 205, regido essa caracteristica de O-metiltransferases (Tabela 9).

Tabela 9. Aminoacidos conservados na COMT de Paracoccidioides. A tabela informa os
aminoacidos conservados na COMT de Paracoccidioides de acordo com o alinhamento das proteinas

modelos fornecidas pelo BLAST. As porcentagens de conservacdo sdo apresentadas em cores. Azul
= 100%; Verde = 96%; Amarelo = 91%; Cinza = 74%; Rosa = 70%; Vermelho = 65%.

Sequencia de aminoacidos da COMT

MMGVDRPYLP
YGRDNYYLMN
KAGGKRYYSL
GTINRIDLLE
LKYVRSNVEE
ISGNPNLIYE

KPETHCGDGR
VGSVKGPIIT
EKDPVFGAVS
LDHYKPAYVV
KRHEAASNPA
SRLVNSFEPT

EVELLOMIYS
SLIAAVKEQV
TLLLJLAGLG
DLKLCEQLGM
ACRGYDLRGF
GEPDGVEITR

LPNLEELRGS
MVELGGYVGY
DFVOVIIGPS
IVPGSILAAD
SKSIINRYGI
CIGTARTSIS

PSKIVEAIDQ
SAILFGDAVR
DISLYNLHRS
NVISPGNPPY
SGEKAMTAVS
KL

Esses residuos e regides conservadas na proteina podem fornecer informacfes a
respeito do local de ligacdo de cofatores e substratos. Assim, foram analisadas,
dentre as 23 diferentes sequéncias de aminoacidos propostas pelo BLAST, aquelas
cujos modelos cristalograficos continham SAM e Mg?*. Neste caso, 80 possuem
Mg®* e 15 possuem SAM na estrutura cristalizada (todos os cristais com SAM

também possuem Mg?").
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Os modelos que possuem os dois cofatores foram analisados em relacdo a
interacdo dos cofatores com os residuos da estrutura priméaria. As proteinas
depositadas no PDB selecionadas foram: 4XUC, 4XUD e 4XUE (HARRISON et al.,
2015); 3BWY e 3BWM (RUTHERFORD et al., 2009); 5FHR e 5FHQ (LAW et al.,
2016); 1VID (VIDGREN et al., 1994); 1H1D (BONIFACIO et al., 2002); 2CL5 (PALMA
et al, 2006); 2ZTH (TSUJI et al., 2009); 2zZVJ (TSUJI et al., 2009); 3S68
(ELLERMANN et al., 2016); 3A7E e 5LSA (dados de diferentes autores, porém
ambos ndo foram publicados até o0 momento). A molécula de SAM é apresentada
com numeragéo na Figura 31 e as ligacOes realizadas sao apresentadas na Tabela
10. A Tabela 10 contém informacBes a respeito do aminoacido ou molécula
envolvido na interacdo, o quanto esse aminoacido foi conservado (informacdo da
Tabela 9), o cofator que esta interagindo com o aminoacido ou molécula, a
ocorréncia com que essa interacdo acontece nos modelos utilizados, o local onde a

interac&o ocorre e a frequéncia com que ocorre neste local, e o tipo de interacdo que

é realizada.
/N3
N2 \
HNG N
Hy

Figura 31. Molécula de SAM. Numeracao dos a4tomos para identificagdo das regifes de interagao
com a proteina.

Através das informacdes apresentadas na Tabela 10, que foram obtidas com os 15
modelos analisados, foi realizada uma predicdo das interacbes entre cofatores e
outras moléculas (H,O e substrato ou inibidor) com a COMT de Paracoccidioides. As
predicbes sao mostradas nas Figura 32 (SAM) e Figura 33 (Mg?"). Essas predicbes

dos aminoacidos que interagem com cofatores da COMT podem auxiliar na
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construcdo do modelo fornecendo uma base para as corretas interagdes que devem

ser obtidas.

Tabela 10. InteragcGes preditas entre os cofatores e a proteina COMT de Paracoccidioides. Na
tabela sdo fornecidos os aminoacidos ou moléculas analisadas, a conservacao deste, qual o cofator,
a ocorréncia, o local de interacdo do aminoécido (aa) ou da molécula, o local de interagdo do cofator

ou coordenagdes e o tipo de interacao.

L LI*aa ou LI1? cofator ou
Aminoacido Tipo de
Conservagdo Cofator Ocorréncia* molécula coordenagbes
ou ) ) interacdo
molécula (frequéncia) (frequéncia)
NH da cadeia Ponte de
V61l 100% SAM 93% o 04 (100%) ) .
principal (100%) hidrogénio
O= da cadeia H6 (80%) ou H5  Ponte de
G85 100% SAM 100% o ] )
principal (100%) (20%) hidrogénio
OH da cadeia H7 (93%) ou H5  Ponte de
S91 100% SAM 100% ; .
lateral (100%) (7%) hidrogénio
NH da cadeia Ponte de
S91 100% SAM 80% o O5 (100%) . .
principal (100%) hidrogénio
COO- da cadeia H3(100%) e H4  Ponte de
E111 100% SAM 100% i )
lateral (100%) (100%) hidrogénio
NH da cadeia Ponte de
S140 96% SAM 100% o N2 (100%) ) .
principal (100%) hidrogénio
OH da cadeia Ponte de
S140 96% SAM 73% H1 (100%) ) .
lateral (100%) hidrogénio
. H5 (73%) ou H6
COO- da cadeia Ponte de
D162 100% SAM 100% (20%) ou H7 ) .
lateral (100%) hidrogénio
(7%)
- COO- da cadeia 1 coordenagao Interacéo
D162 100% Mg 100% .
lateral (100%) (100%) metalica
Regido proxima
Anel imidazolda  ao S (67%) ou . .
H163 100% SAM 100% . ] Hidrofébica
histidina (100%) anel purinico
(33%)
- COO- da cadeia 1 coordenacgao Interacéo
D190 100% Mg 100% .
lateral (100%) (100%) metalica
24 O= da cadeia 1 coordenacgéo Interacéo
N191 100% Mg 93% o
lateral (100%) (100%) metalica
- 1 coordenacéo Interacéo
H,O Mg 100%:* O (100%) -
(100%) metélica
Substrato ou - Omepnoanel 2coordenagbes Interagdo
- Mg 100%* .
inibidor catecol (100%) (100%) metdlica

*Ocorréncia da interacdo relativa aos 15 modelos utilizados.
1100% dos casos em que existe a presenca da molécula no modelo cristalizado.
2| | = Local de interacao.
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Figura 32. Predi¢do das interagdes entre a molécula de SAM e os aminoacidos da COMT de
Paracoccidioides. As predicdes foram realizadas de acordo com os modelos obtidos no PDB ap6s o
processo de triagem no BLAST. Em vermelho: SAM; em azul: aminoacidos da COMT de
Paracoccidioides; linhas tracejadas em preto: intera¢cdes do tipo ponte de hidrogénio; e em verde:
interacdes do tipo hidrofobicas.
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Figura 33. Predicdo das interacdes entre o ion de Mg® e os aminoacidos da COMT de
Paracoccidioides. As predicdes foram realizadas de acordo com os modelos obtidos no PDB apés o
processo de triagem no BLAST. Em vermelho: ion de Mg2+; em azul escuro: aminoacidos da COMT
de Paracoccidioides; em azul claro: molécula de agua; em rosa: substrato ou inibidor (y e x podem
ser variagfes de grupos funcionais ou cadeias, mas sempre na presenca do oxigénio interagindo com
0 Mgz+, e z representa o restante da cadeia do substrato ou inibidor); e linhas tracejadas em preto:

interacOes metalicas.

5.5.2. Predicéo da estrutura secundaria

Os trés softwares utilizados geraram informacdes individuais a respeito da estrutura
secundaria da COMT de Paracoccidioides. Através destes resultados, foi

determinada uma estrutura consenso entre os 3 programas. Os resultados sé&o
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apresentados na Tabela 11, que se baseia na estrutura consenso e seus numeros
de estruturas secundarias e localizacoes.
Tabela 11. Namero e localizacédo das estruturas secundarias preditas. Foram preditas 9 a-hélices

e 7 folhas-B. Além disso, outra regido de estrutura secundaria também foi encontrada, porém, nao
definida como a-hélice ou folha-f na estrutura consenso.

Quantidade predita Localizag8es

21-29
41-53
65-75
90-98
116-126
141-149
198-206
208-215
80-84
106-110
133-137
158-160
169-177
186-189
257-263
275-280
Nao definida 1 230-235

Estrutura

a-hélice 9

Folha B 7

A regido ndo definida na estrutura consenso pode ser uma o-hélice, pois dois
programas apontam esses aminoacidos constituindo uma a-hélice e um indica uma
folha-B. Além disso, as COMTs cristalizadas até hoje possuem essa configuragao de
7 folhas-B. Esses fatos indicam que a estrutura secundaria geral deve possuir 10 a-
hélices e 7 folhas-B. Com esses resultados, a estimativa é de que 28,57 % da
estrutura secundaria seja a-hélice, 20,00 % folha-B e 51,43 % de random coil. Os
valores de random coil se aproximam dos encontrados pelo CD. Porém, para a-
hélices e folhas-B, a estimativa segue os resultados das proteinas modelos e ndo o
do CD da fracdo 2 da COMT.

5.5.3. Modelagem molecular

A modelagem molecular realizada no I-TASSER gerou cinco possiveis estruturas
para a COMT de Paracoccidioides. As quatro melhores estruturas obtidas séo
apresentadas na Figura 34. Para selecionar a melhor estrutura, que sera utilizada
nos estudos de docking e predi¢cdes biofisico estruturais, os modelos devem passar

por validagdo e minimizacao de energia em passos posteriores.
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Comparacio entre modelo 01 I-TASSER (cinza) e COMT humana 3BWY (vermelho)

Figura 34. Modelos obtidos no I-TASSER para COMT de Paracoccidioides. A figura apresenta os
cinco modelos gerados pelo I-TASSER. Em todos os modelos € possivel observar a regido central
constituida de folhas-B com a-hélices ao redor. Motivo estrutural caracteristico do Rossmann like fold.
Também sé@o mostrados na figura dois angulos de visao diferentes da sobreposicdo do modelo 01 do
I-TASSER com a COMT humana 3BWY. Em cinza o modelo gerado pelo I-TASSER e em vermelho a
COMT humana.

88



6. CONSIDERACOES FINAIS

6.1. Expressodes heterdlogas

Através do perfil de expressdo da COMT de Paracoccidiodies em diversos

organismos foram possiveis de se obter algumas informacoes.

Em primeiro lugar, a temperatura parece ser o fator primordial para o correto
enovelamento da proteina e sua expressdo na fracdo solivel. Em nenhuma das
cepas utilizadas a proteina conseguiu ser expressa em temperaturas superiores a 18
°C. Mesmo que o0s protocolos para obtencdo de proteina solivel no LBBMP néo
tenham apresentados resultados satisfatérios para as cepas Rosetta e Rosetta-gami
a 18 °C, para ArcticExpress a 12 °C a expressao soluvel foi possivel em nosso
laboratério. Para os 3 casos, as condi¢Bes de lises foram iguais. Sugerindo que a
uma menor temperatura possibilite uma maior producdo de proteinas com o correto

enovelamento.

A diminuicdo da temperatura pode levar na diminuicdo da agregacao devido a taxa
de alongamento das cadeias polipeptidicas serem menores e a formacdo de
agregados ser favorecida em altas temperaturas pela caracteristica temperatura
dependente das interacdes hidrofobicas (ROSANO; CECCARELLI, 2014).

Em segundo lugar, os resultados das expressdes demonstram que a influéncia dos
tRNAs na expressdao da COMT de Paracoccidioides ndo é significativa para sua
expressdo na fracdo soluvel. A possibilidade de expressdao da COMT na fracédo

soltvel da lise bacteriana em ArcticExpress é a prova disso.

Em terceiro lugar, A proteina parece ndo necessitar da formacdo de pontes
dissulfeto para expressdo na fracdo solUvel. Outras cepas além da Rosetta-gami

foram capazes de expressar a proteina corretamente.

Por ultimo, resta descobrir se 0 aumento da concentracdo da proteina na expressao
sera um fator que levard a uma maior formacdo de agregados. Como as maiores
expressdes sdo obtidas a 37 °C, ndo sabemos se altas expressfes em baixas

temperaturas levardo ou ndo a formacdo de agregados. Esse teste podera ser
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respondido apos confirmacao dos resultados da expressao heter6loga de COMT em

ArcticExpress com presenca de etanol no meio de cultura.

6.2. Purificagbes

As duas purificacdes (gradiente crescente e gradiente Unico de imidazol) por
cromatografia de afinidade resultaram em semelhantes fracbes de purificacbes
quando analisadas em SDS-PAGE. Nos dois tipos de eluigéo, duas regides do gel
de SDS-PAGE apresentaram maior concentracdo de proteinas: a regido de 60 kDa e
a de 30 kDa. Na regido de 60 kDa existe a possibilidade de estar sendo eluida a
chaperonina Cpn60 de ArcticExptress (60 kDa) ou o dimero da COMT (67,8 kDa) ou
uma mistura das duas proteinas. Para regido de 30 kDa, acredita-se que a enzima
de Paracoccidioides que esteja sendo eluida (33,9 kDa). Porém, o resultado do
western blot indica a presenca da COMT de Paracoccidioides nas duas regides do
SDS-PAGE. Alguns autores indicam que esse dimero da COMT apresentado no gel,
nao necessariamente € um dimero em solucéo, eles seriam formados somente por
pontes dissulfeto formadas nas condi¢cdes desnaturastes do gel (YAO et al., 2003;
COTTON; STODDARD; PARSON, 2004; LI et al, 2005).

Apoés os resultados das purificacdes por cromatografia de afinidade, as amostras
foram purificadas mais uma vez, agora por cromatografia de gel filtracdo.
Novamente, para as duas colunas utilizadas (Ultrahydrogel 250 e Superose 12) o
perfil da eluicdo foi semelhante. Em ambos os casos, uma maior atividade
enzimatica foi encontrada no segundo pico das cromatografias (fracdo 2). O volume
de eluicdo dessa fracdo 2 € préximo ao do padrdo de albumina (66 kDa) utilizado
para as calibracdes. Esses dados indicam para que a COMT esteja presente
também como dimero (67,8 kDa) em solucdo, e ndo s6 no SDS-PAGE. A proteina

na regido de 60 kDa no gel de SDS-PAGE também foi observada.

Ao final, algumas hipéteses séo possiveis:

e A COMT (dimero ou monémero) e a chaperonina estao juntas em solugao;
e Somente a COMT esta presente em solucédo, na forma de dimero;

e A COMT esta presente como monémeros e dimeros em solugao.
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6.3. Atividade enzimatica

A metodologia de Dhar e Rosazza (2000) foi adaptada para a COMT de
Paracoccidioides. O método possibilita 0 uso de baixas concentra¢cdes de enzima, o
gue € necessaria devido para o estudo, devido as baixas concentracdes obtidas
apos as expressoes heterdlogas. O pico 2 da cromatografia por gel filtragdo foi a
fracdo da cromatografia que obteve maior atividade enzimatica. Esse dado suporta a
hipétese de que a COMT esteja sendo eluida em forma de dimero. Visto que o
volume de eluicdo nas cromatografias se aproximam do tedrico para uma proteina
com 67,8 kDa (dimero da COMT).

6.4. Efeito da temperatura sobre a estabilidade da proteina

A absorcao da fracao proteica néo foi alterada com a variacdo da temperatura até
aproximadamente 320 K e a partir desta temperatura, a populacdo de moléculas
formou possivelmente um agregado ou um aglomerado estavel (estado nativo
compacto), indicando que essa temperatura, possivelmente, € a limite para os

ensaios enzimaticos posteriores.

6.5. Dicroismo circular

A fracdo 2 da COMT, obtida por purificacdo de gel filtragdo em uma coluna
Superose 12, apresentou porcentagem iguais de random coil em relacdo as outras
COMTs disponiveis no PDB. Porém, a quantidade de a-hélice e folha-B foram
invertidas. Essa fracdo da COMT de Paracoccidioides apresenta uma maior
porcentagem de folha-B do que a-hélice. Esse resultado pode ser por causa da
proteina realmente ter diferentes porcentagens de estruturas secundarias quando
comparada com as outras COMTs do PDB (que sdo de mamiferos, planta e
bactéria) ou pelo fato de que outras proteinas presentes na fragcdo ndo totalmente

pura estejam interferindo no resultado final do CD.

6.6. Andlise in silico

Os aminoéacidos que interagem com os cofatores das COMT foram preditos para a
enzima em Paracoccidioides. Esses aminoacidos podem guiar os estudos de

docking para o desenho de inibidores para a proteina. A predicdo da estrutura
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secundaria e terciaria geraram modelos com homologia para as COMTs disponiveis
no PDB. Mas se a diferencga na estrutura secundaria, obtida no CD for confirmada, o
modelo tera de ser reajustado para realizacdo dos ensaios de inibig&o in silico.
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7. CONCLUSOES

- A expressao heterdloga da COMT de Paracoccidioides se mostrou mais viavel por
ArticExpress em nosso laboratorio, porém sdo obtidas baixas quantidades de

enzima;

- As purificacdes sugerem a presenca da Cpn60 de ArcticExpress como

contaminante;

- As purificacdes também sugerem a COMT como um dimero em solucéo;

- A atividade enzimatica foi encontrada como sendo maior na fracdo referente ao
dimero da COMT;

- A faixa de trabalho da fracdo 2 pode ser ate 320 K;

- O dicroismo circular identificou a possibilidade de um perfil diferente de estrutura
secundéaria da COMT de Paracoccidioides em relacdo as outras COMTs existentes
no PDB;

- O modelo in silico devera ser ajustado de acordo com os resultados de CD de uma

amostra pura da COMT.
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8. PERSPECTIVAS

- Realizar ensaios de Western blot com anticorpo anti-cauda de histidinas para as

fracOes obtidas apds a cromatografia de gel filtrac&o;

- Testar novas concentracdes de ureia para retirada da Cpn60 na purificagcdo por

cromatografia de afinidade.

- Avaliar a solubilidade da COMT obtida através da expressdo com etanol em

ArcticExpres;

- Avaliar a expressdo nas cepas Rosetta e Rosetta-gami

- Caracterizar a COMT recombinante no que diz respeito ao pH 6timo, T 6tima,
constantes cinéticas Km, Vmax, kcat e kcat/Km;

- Estudar a inibicdo da COMT recombinante;

- Determinar a estrutura tridimensional da COMT por cristalografia de raios-X.
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APENDICE A

Informacdes obtidas pelo ProtParam (https://web.expasy.org/protparam/).
COMT sem sitio TEV e cauda de histidina:

e NUmero de aminoacidos: 292;

e Massa molecular: 31883,6 Da;

e pltedrico: 6,45;

e Coeficiente de extin¢do: 26820 L mol™ cm™ com todos os residuos de
cisteinas reduzidos;

e Indice alifatico: 99,79.
COMT com sitio TEV e cauda de histidina:

e Numero de aminoacidos: 308;

e Massa molecular: 33883,76 Da;

e pl tedrico: 6,60;

e Coeficiente de extingéo: 28310 L mol™® cm™ com todos os residuos de
cisteinas reduzidos;

e Indice alifatico: 95,88.
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