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RESUMO

As Glutationa S-transferase (GSTs) sao uma familia de enzimas de biotransformacao de fase I1
envolvidas na protecdo contra varios xenobidticos. Suas diferentes isoformas sdo utilizadas
como biomarcadores de contaminagdo aquatica em diversos modelos animais, como no caso da
ostra Crassostrea gigas, organismo utilizado neste estudo. A classe alfa das GSTs ¢ conhecida
por participar no metabolismo de diferentes compostos enddégenos em vertebrados, além da sua
reconhecida fung¢do na biotransformacao de xenobioticos. Porém, pouco se sabe sobre as GSTs
de C. gigas e as possiveis fungdes de cada classe. Em vista disso, este estudo visou realizar a
caracterizacao estrutural e funcional de uma isoforma da classe alfa de GST (CgGSTA 1.2).
Foram realizadas analises in silico por biologia computacional (modelagem tridimensional e
docking molecular) a fim de contribuir com um direcionamento para os experimentos in vitro
de cinética enzimatica. A modelagem tridimensional da proteina foi realizada pelos programas
I-TASSER e HADDOCK. A analise de docking molecular foi realizada pelo SwissDock
utilizando as moléculas de glutationa reduzida (GSH), 1-cloro-2,4-dinitrobenzeno (CDNB) e
hidroperdxido de cumeno (CHP) como ligantes. As posi¢des do ligante na cavidade da proteina
foram avaliadas pela afinidade de ligagdo (AG), posicao do ligante comparada a uma estrutura
cristalografica utilizada como controle e interagdes entre ligante e residuos. Nas analises in
vitro, a bactéria Escherichia coli cepa BL21 foi transformada com vetor de expressdo com o
gene de CgGSTAI.2. A proteina recombinante expressada foi purificada por cromatografia de
afinidade por niquel, dialisada e teve a sua atividade in vitro avaliada testando substratos
classicos como CDNB e CHP. Testes com CDNB mostraram atividade de GST da enzima, e
através das curvas de saturacao foram estimados kn € Vimax com valores crescentes de GSH na
presenca de valor fixo de CDNB. A isoforma ainda mostrou atividade de glutationa peroxidase
com o substrato hidroperoxido de cumeno. Os resultados contribuem para a caracterizagdo da
familia alfa de GSTs e permitirdo a realizagao de estudos ecotoxicoldgicos mais especificos em

moluscos bivalves.

Palavras-chave: Biomarcadores; expressao heterdloga; docking molecular; CDNB, CHP, GST.



ABSTRACT

Glutathione S-transferases (GSTs) are a family of phase II biotransformation enzymes involved
in the protection against various xenobiotics. Its different isoforms are used as biomarkers of
aquatic contamination in several animal models, as in the case of the oyster Crassostrea gigas,
the species used in this study. The alpha class of GSTs is known to participate in the metabolism
of different endogenous compounds in vertebrates, in addition to its well-known role in the
biotransformation of xenobiotics. However, little is known about the GSTs of C. gigas and the
possible functions for each class. So, this study aimed to characterize structural and functionally
one isoform of the alpha class of GST (CgGSTA 1.2). In silico analysis were performed by
computational biology (three-dimensional modeling and molecular docking) in order to
contribute with a direction to the in vitro experiments of enzymatic kinetics. The protein three-
dimensional modeling was performed using the I-TASSER and HADDOCK platforms.
Molecular docking analysis was performed by the SwissDock platform using reduced
glutathione (GSH), 1-Chloro-2,4-dinitrobenzene (CDNB) and cumene hydroperoxide (CHP) as
ligands. The obtained positions in the protein cavity were evaluated by the binding affinity
(AG), ligand position compared to a control crystal structure used as a control and weak
interactions between ligand and residues. For the in vifro analysis, bacterium Escherichia coli,
strain BL21 was transformed with the expression vector containing the CgGSTA 1.2 gene. The
expressed recombinant protein was purified by nickel affinity chromatography, dialyzed and
had its in vitro activity evaluated by testing classical substrates like CDNB and CHP. Tests with
CDNB showed enzyme GST activity, and through saturation curves kn and Vmax were estimated
for increasing values of GSH in the presence of a fixed value of CDNB. The isoform showed
glutathione peroxidase activity with the substrate cumene hydroperoxide. The results contribute
to the characterization of the alpha family of GSTs and will allow accomplish more specific

ecotoxicological studies in bivalve molluscs.

Keywords: Biomarkers; heterologous expression; molecular docking; CDNB, CHP, GST.
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1. INTRODUCAO

1.1 A PROBLEMATICA DA CONTAMINACAO AQUATICA E OS BIOMARCADORES

As zonas costeiras possuem alta concentracdo demografica devido a sua importancia na
oferta de recursos de subsisténcia. Dessa forma, as interacdes humanas tornam estes ambientes
sensiveis e vulneraveis a contaminagdo (NEUMANN et al., 2015; SEKOVSKI; NEWTON;
DENNISON, 2012). Os animais marinhos e seu habitat recebem cada vez mais agentes
estressores através de interagdes antropogénicas. Essas atividades podem comprometer
significativamente a satde dos ecossistemas costeiros que receberem insumos excessivos de
nutrientes, metais, microplasticos e sedimentos (HE; SILLIMAN, 2019; LU et al., 2018).

Halpern e colaboradores (2008) demonstraram que todas as areas de ecossistemas
marinhos analisadas em conjuntos de dados globais estavam afetadas por influéncia humana e
que 41% destas areas estavam fortemente impactadas. Posteriormente, Halpern et al. (2015)
mapearam e calcularam mudangas nos impactos aos ecossistemas marinhos provenientes da
pesca, mudangas climaticas e estressores oceanicos e terrestres, ao longo de cinco anos em todo
o mundo. Por meio deste estudo, foi possivel observar que cerca de 66% dos oceanos sofreram
aumentos no impacto cumulativo por estressores humanos ao longo do periodo de estudo.
Ainda, em um terceiro estudo publicado em 2019, o grupo analisou 21 ecossistemas marinhos
durante onze anos e apresentou evidéncias de que 59% dos oceanos estao sofrendo impactos
crescentes devido as mudangas climdticas, pesca, poluicdo de origem terrestre e transporte
maritimo (HALPERN et al., 2008, 2015, 2019).

As mudangas climéaticas também podem causar impactos nos ecossistemas costeiros em
diferentes niveis de organizacdo bioldgica. Essas mudancas podem causar alteragdes nos
padroes de expressdo génica, fisiologia celular de todo o organismo, podendo afetar a
sobrevivéncia, crescimento, reprodu¢do e comportamento das espécies (HE; SILLIMAN,
2019). Por fim, a contaminagao aquatica pode ser agravada quando ha a falta de tratamento dos
efluentes (LUZ, 2020), associada a lancamentos de esgoto diretamente nos recursos hidricos
(BATTISTELLA, 2021; NSC TV; G1 SC, 2020).

Diante desse panorama critico, ¢ necessario monitorar a qualidade da dgua e diferentes
estratégias estdo sendo desenvolvidas para avaliar os efeitos causados pela presenca de
contaminantes no ambiente aquatico, dentre elas, a utilizacgdo dos biomarcadores. Os

biomarcadores sdo alteragdes biologicas em nivel molecular, bioquimico, celular e fisiologico
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que podem expressar os efeitos toxicos causados pelos xenobidticos. Sdo modificagdes
bioquimicas, ou seus produtos, que podem indicar intensidade de exposi¢do devido a um efeito
ambiental e quimico nos organismos (VAN DER OOST, BEYER, VERMEULEN, 2003;
WALKER et al., 2001). Os xenobioticos sao substancias quimicas que podem estar presentes
na adgua e nao sdo parte integrante do metabolismo dos organismos do meio (BONIFACIO;
HUED, 2019; GAGNE, 2014; LUCHMANN et al., 2014|). Os estudos de monitoramento
ambiental tém por objetivo analisar biomarcadores em animais provenientes de locais com
diferentes graus de contaminacdo com a finalidade de quantificar os efeitos e a exposi¢ao frente
aos xenobidticos (BELIAEFF; BURGEOT, 2002; CROOM, 2012; RODRIGUEZ-ORTEGA et
al., 2002). Varias enzimas e proteinas podem mostrar respostas a contaminantes, tais como:
citocromo P450 (CYP), flavinas-monooxigenases (FMOs) e enzimas de conjugacdo como as
GSTs. Ainda, defesas antioxidantes podem ser propostas como biomarcadores devido a sua
produgdo ocorrer devido a um aumento na produgao de espécies reativas de oxigénio (EROs)
nos organismos. Esse processo conta com enzimas de defesa antioxidante, tais como superdxido
dismutase - SOD, catalase - CAT, glutationa peroxidase - GPx entre outras (BEBIANNO et al.,
2017; HUGGETT et al., 2018; SOUZA et al., 2012).

Organismos sentinela ou animais modelo, sdo utilizados para se ter uma estimativa do
impacto dos contaminantes através de testes laboratoriais (MOORE ef al., 2004; PARENTE;
HAUSER-DAVIS, 2014). Moluscos bivalves, como ostras e mexilhdes, sdo organismos
sentinela para monitoramento de contaminagdo aquatica comumente utilizados devido a
plasticidade de suas caracteristicas morfofisioldgicas, sua ampla distribui¢do geogréfica e
importancia econdmica (REMENTERIA et al., 2017, RODRIGUEZ-ORTEGA et al., 2002;
ZACCHI, 2017). Esses animais se alimentam filtrando grandes quantidades de agua e extraindo
particulas orgénicas e inorganicas, as excluindo por tamanho em seus palpos labiais e branquias.
Portanto, podem ter a capacidade de bioacumular xenobidticos em seus tecidos, refletindo dessa
forma a polui¢cdo do ambiente (MIOSSEC; LEDEUFF; GOULLETQUER, 2009; VIDAL et al.,
2002).

A ostra da espécie Crassostrea gigas (Thunberg, 1793) (Figura 1) é popularmente
conhecida como a ostra do Pacifico. Devido a sua ampla tolerancia as condigdes ambientais e
ao seu crescimento rapido, C. gigas € um dos moluscos bivalves mais cultivados e consumidos
no mundo. O estado de Santa Catarina ¢ responsavel pela produ¢do de mais de 90% das ostras
da espécie C. gigas no Brasil. Suas sementes sdo cultivadas e distribuidas pela Universidade
Federal de Santa Catarina (UFSC) através do Laboratério de Moluscos Marinhos (LMM)
associado a Epagri (BOING, 2019; FAO, 2019; MAO et al., 2006; VARGAS, 2019).
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Figura 1. Ostra do Pacifico, C. gigas, com aproximadamente 7cm de tamanho.

Fonte: a autora.

A ostra C. gigas ¢ um dos organismos sentinela mais utilizados no monitoramento
ambiental e esses estudos atualmente estdo facilitados e suportados pelo sequenciamento e
publicagdo do seu genoma por ZHANG et al., (2012) e atualizagdo por WANG et al., (2019).
Detectar e avaliar possiveis alteragcdes bioldgicas resultantes de contaminagao aquatica podem
ajudar a identificar quais sdo esses contaminantes € sua origem. O monitoramento ambiental
por meio de marcadores bioldgicos pode fornecer alertas sobre as condi¢des do ambiente
aquatico, como evidéncias de contaminagdo, e assim, pode permitir a implementa¢do de
medidas adequadas para o combate a situacdes de estresse ambiental (CAJARAVILLE et al.,
2000; HUGGETT et al., 2018).
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1.2 PROCESSO DE BIOTRANSFORMACAO

Algumas enzimas envolvidas no processo de biotransformagdo podem ser utilizadas
como biomarcadores de contaminagdo por serem induzidas ou inibidas pela exposi¢dao aos
xenobiodticos (BONIFACIO; HUED, 2019; GAGNE, 2014; LUCHMANN et al., 2014).
Estimar efeitos bioldgicos em organismos aquaticos apenas avaliando concentragdo de
xenobioticos nos tecidos, ou em seu habitat pode ndo ser suficiente. Sendo assim, se faz
necessario analisar alteracdes bioldgicas mais complexas para avaliar os possiveis efeitos da
contaminagdo. A maioria dos xenobioticos possuem natureza lipofilica, e devido a essa
caracteristica, sua excrecdo dos organismos ¢ dificil. O sistema de biotransformagdo pode
metabolizar compostos lipofilicos convertendo-os em moléculas hidrofilicas € mais facilmente
excretaveis (MOORE et al., 2004; OOST; BEYER; VERMEULEN, 2003).

O processo de biotransformagao pode ser dividido em duas fases (I e II), devido a fungao
de enzimas especificas envolvidas (ALMAZROO; MIAH; VENKATARAMANAN, 2017;
LIVINGSTONE, 1998). O xenobiotico, quando no organismo, pode ser biotransformado por
enzimas de fase I que participam de reacdes de hidrolise, oxida¢do e reducdo, catalisadas
principalmente pela familia do citocromo P450 (CYP450) e flavinas-monooxigenases (FMOs)
(BENEDETTI, 2011). A fase II, que conta com algumas enzimas, como a glutationa S-
transferase (GST), UDP - glicuroniltransferases (UGTs) e sulfotransferases (SULTSs), ¢
caracterizada por reagdes de conjugagdo de compostos biotransformados na fase I, ou que ja
possuem centro eletrofilicos expostos, a moléculas endogenas (DALHOFF; JENSEN;
POULSEN, 2005; UEDA et al., 2011; WALKER et al., 2001). Além disso, uma terceira fase
pode acontecer, quando os compostos biotransformados sao transportados para fora da célula
por proteinas de membrana e componentes do sistema de resisténcia de multiplos xenobidticos
(MXR) (LUCKENBACH; EPEL, 2008; RIOULT et al., 2014).

As enzimas glutationa S-transferase (GSTs) EC 2.5.18 participam da fase II de
biotransformacao catalisando a conjugacao de diferentes compostos eletrofilicos a molécula de
glutationa reduzida, GSH (yGlu-Cys-Gly;) (HAYES; FLANAGAN; JOWSEY, 2005). Essa
familia de enzimas constitui um componente importante da via de desintoxicacdo de quase
todos os organismos vivos. Contudo essas enzimas podem possuir outros tipos de atividades,
como de peroxidase e isomerase, além de participar em diversas vias enddgenas como:

biossintese de hormoénios, sintese e inativagdo de eicosanoides, transporte intracelular e
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regulacdo dos niveis de espécies reativas de oxigénio (EROs) (AWASTHI, 2006; SHEEHAN
etal.,2001; YANG et al., 2004).

1.3 AS GLUTATIONA S-TRANSFERASE - GSTs

As GSTs podem ser citosolicas, mitocondriais e microssomais (MAPEG - Membrane
Associated Proteins in Eicosanoid and Glutathione metabolism) (NEBERT; VASILIOU, 2004;
OAKLEY, 2011). A familia das GSTs ¢ composta por diversas classes. Em mamiferos, por
exemplo, ja foram identificadas sete diferentes classes citosodlicas (alfa, mi, pi, sigma, teta,
omega e zeta) (HAYES; FLANAGAN; JOWSEY, 2005; PEMBLE; WARDLE; TAYLOR,
1996). Também existem as classes exclusivas de grupos ndo-mamiferos, como: rho, beta, phi,
tau, delta e epsilon (RANSON; HEMINGWAY, 2005; SHEEHAN et al., 2001; SORANZO et
al., 2004). Porém, em moluscos bivalves, como as ostras, pouco se sabe sobre as classes de
GST que podem ser encontradas nesses animais (MARTINS et al., 2014).

O grupo de pesquisa do Laboratério de Biomarcadores de Contaminagdo Aquatica e
Imunoquimica - LABCAI da UFSC em estudos de pds-doutorado, mestrado e graduagao,
realizou uma triagem do genoma da ostra C. gigas, disponivel nos bancos de dados publicos a
partir dos trabalhos de Zhang et al., (2012) e Wang et al., (2019). No estudo de Zacchi e
colaboradores (dados ndo publicados) foram recuperados os dados da montagem do genoma da
ostra C. gigas (versao 9.0) e os dados do transcriptoma de RNAseq de cinco tecidos (branquias,
glandula digestiva, palpos labiais, manto e musculo adutor). Os transcritos membros da familia
das GSTs foram identificados a partir de comparagdes com o banco de proteinas nao
redundantes do National Center for Biotechnology Information (NCBI), com o banco de familia
de proteinas PFAM-A (BATEMAN et al., 2004) e PRINTS (ATTWOQOD et al., 2003). Foi
considerada a presenca dos dominios funcionais DSBA (PF01323) para a GSTs mitocondrial;
dos dominios C-terminal (PF00043; PF14497; PF13410) e N-terminal (PF02798; PF13409;
PF13417) para as GSTs citosolicas; e do dominio MAPEG (PF01124) para as GSTs
microssomais (OAKLEY, 2011). Dessa forma foi possivel identificar oito classes de GSTs
citosolicas: dmega, rho, sigma, alfa, pi, mi, delta e teta, além de uma isoforma mitocondrial

(kappa) e trés microssomais (1, 2 e 3), totalizando 24 sequéncias de GSTs de C. gigas.
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Este estudo possibilitou a realizagdo do trabalho de conclusdo de curso (TCC) de
licenciatura em Ciéncias Biologicas (DECONTO, 2019). Nesse trabalho foram desenhados
iniciadores especificos para a identificacdo da transcricdo basal de 19 isoformas de GSTs em
seis diferentes tecidos (manto, branquias, palpos labiais, coragao, musculo adutor e glandula
digestiva) da ostra C. gigas. A realizagdo desse estudo possibilitou a validag¢do da identificagao
das sequéncias e nomenclatura desses genes de GSTs nos diferentes tecidos dessa espécie de
ostra pela primeira vez.

O nivel de transcritos de genes e atividade de enzimas relacionados ao sistema de
biotransformagao de bivalves sdo frequentemente utilizados em estudos de biomonitoramento
devido a sua capacidade de metabolizar diversos contaminantes ambientais (RAND, 1995;
SACCO, 2006). O aumento no nivel de transcritos dos genes de GST pode ser parte de um
processo de adaptagdo que permite a célula sobreviver a exposi¢do a xenobidticos prejudiciais
(AWASTHI, 2006). Contudo, no estudo de Deconto (2019) a analise realizada avaliou os niveis
de transcritos dos genes de GSTs em diferentes tecidos em niveis basais, sem qualquer
exposicao prévia a xenobiodticos ou quaisquer contaminantes. Essa técnica foi empregada a fim
de provar e validar a presenga das classes desses genes e suas isoformas que foram identificadas
pelo grupo de pesquisa. Dessa forma, foi escolhida uma das classes para ser estudada de forma
especifica com a finalidade de obter uma caracterizagdo estrutural e funcional. Em destaque a
classe alfa, na qual os niveis de transcritos do gene CgGSTAI.2 (Figura 2) foram analisados em
diferentes tecidos da ostra C. gigas. Nenhuma diferenca significativa na transcricdo de
CgGSTAI.2 foi observada entre os tecidos analisados, assim sendo sua presenca semelhante
nos tecidos da ostra (DECONTO, 2019). A partir desses resultados, CgGSTA 1.2 foi selecionado
para as analises de caracterizagao da proteina por ele codificada. Concomitantemente, o grupo
do LABCAI também realizou estudos com as classes teta e dmega e assim, a escolha pela classe
alfa foi feita para que na unido dessas pesquisas fosse possivel fazer um apanhado para trés
grandes classes da enzima em C. gigas e gerar a possibilidade de se tracar um paralelo entre
elas. Apesar de uma das 24 GSTs identificadas ter sido escolhida para a caracterizacdo
especifica em nivel de mestrado, em simultdneo foram realizadas as analises de biologia
computacional para as demais isoformas citosélicas e mitocondrial de C. gigas que podem ser

encontradas no apéndice A deste estudo.
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Figura 2. Nivel de transcritos do gene GSTA. 1.2 nos tecidos do coracdo, musculo, glandula digestiva, manto,

palpos labiais e branquias de ostras C. gigas em niveis basais.
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Fonte: DECONTO, 2019.

Estruturalmente as GSTs citosoélicas sdo proteinas diméricas, homo ou heterodiméricas,
e cada subunidade possui em média de 199 a 244 aminodcidos e sdo compostas por dois
dominios, N-terminal e C-terminal (FROVA, 2006). O dominio N-terminal ¢ semelhante a
tiorredoxinas e constitui cerca de um terco da proteina, sendo composto por quatro folhas-3 e
trés a-hélices, formando o motivo Bapa BPa (MARTIN, 1995). Este dominio ¢ altamente
conservado e ¢ onde se encontram a maioria dos sitios de ligagdo de GSH, também chamado
de sitio G. Os dois ter¢os do dominio C-terminal € a-helicoidal e fornece a orientagdo adequada
do eletréfilo para a reagdo com a GSH (sitio H). Este sitio, por sua vez, varia muito em forma
e carater quimico entre as classes (ARMSTRONG, 1997; AWASTHI, 2006; KALITA et al.,
2017; RANSON; HEMINGWAY, 2005).

A reagdo de conjugacdo catalisada por uma GST ocorre com a conjugacao do grupo
sulfidrilico da glutationa com os grupos eletrofilicos dos compostos xenobioticos, gerando
produtos menos toxicos e mais excretaveis. O evento catalitico das GSTs acontece em dois
processos: ligacdo e ativacdo da GSH e ligagdo com o composto eletrofilico. O primeiro €
semelhante entre as classes de GSTs citosolicas, ja o segundo processo depende do composto
que esta envolvido (AWASTHI, 2006). O tiol da glutationa ¢ estabilizado por uma ligacao de
hidrogénio entre o atimo de enxofre e uma hidroxila da proteina. Na maioria das GSTs de
mamiferos, o doador da ligagao de hidrogénio ¢ a hidroxila de uma tirosina 9 (Y9) da regidao N-

terminal (ALLARDYCE et al., 1999). Porém nas GSTs da classe alfa existe uma interacao
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adicional de um atomo de nitrogénio da arginina 15 (R15) com o enxofre da GSH que também
ajuda a estabilizar o tiolato, interagdo ja descrita para mamiferos (BIORNESTEDT et al., 1995;
GILDENHUYS et al., 2010; SALINAS; WONG, 1999). Na ativacdo da GSH pela GST, a
glutationa reduzida se liga firmemente a enzima por meio de multiplas interacdes no sitio G. O
grupo SH da glutationa ¢ estabilizado por liga¢ao de hidrogénio com uma tirosina do sitio ativo,
que guia o enxofre para a ligagdo com o segundo substrato (DOURADO; FERNANDES;
RAMOS, 2010; MANNERVIK; DANIELSON; KETTERER, 1988). Ainda para a classe alfa,
os residuos de glutamina e a treonina também estao envolvidos na ligagdo com a GSH, contudo
o sitio ativo pode estar coberto por uma o-hélice C-terminal (09) mével, conforme observado
em mamiferos e impedir que essas interagdes acontegam (LAWLESS et al., 2018). A ligacao
com o composto eletrofilico acontece no sitio H, que ¢ relativamente hidrofobico e altamente
variavel entre as classes de GSTs, e conta com a interacao de diferentes residuos de aminoacidos
envolvidos com diferentes substratos. O papel do sitio H ¢ ligar o substrato eletrofilico e orienta-
lo para o ataque nucleofilico pelo grupo tiol da GSH (AWASTHI, 2006; SALINAS; WONG,
1999).

As classes de GST sao classificadas de acordo com a sua fung¢do, estrutura e quanto aos
residuos de aminoacidos presentes em seu sitio catalitico. A orientagdo da GSH no sitio ativo
pode ser semelhante entre as isoformas, porém existem algumas diferengas nos residuos de
aminoacidos envolvidos nessas interacdoes (AWASTHI, 2006; FROVA, 2006). O motivo Bfa,
localizado entre a folha -4 e a-3, € o local de interacdo de pontes de hidrogénio com a GSH
(ARMSTRONG, 1997). Isto pode dividir as GSTs em dois subgrupos: Y-GSTs, sendo aquelas
que utilizam um residuo de tirosina para a ativag¢ao da glutationa (isoformas alfa, mi, pi e sigma)
e S/C-GSTs, sendo as que utilizam um residuo de serina ou cisteina (teta e 6mega) (OAKLEY,
2011). Estruturalmente as GSTs citosdlicas se apresentam em forma de dimeros na maioria das
vezes, elas funcionam amplamente como homodimeros. Porém em algumas classes, como alfa
e mi, pode ocorrer a heterodimerizagdao entre subunidades pertencentes a mesma classe (e.g.
GSTA1-2) (HAYES; FLANAGAN; JOWSEY, 2005; PASTORE et al., 1998). Cada monomero
funciona de forma independente, contudo a estrutura quaterndria da proteina, na sua forma

dimérica, ¢ essencial para a sua atividade (SHEEHAN et al, 2001).
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1.4 ESTRATEGIAS DE CARACTERIZACAO

1.4.1 IN SILICO

Uma das caracteristicas essenciais para uma enzima ser classificada como uma GST ¢
ter a capacidade de se ligar a uma glutationa (GSH) (HAYES; FLANAGAN; JOWSEY, 2005).
Essa caracteristica pode ser identificada através de estudos que aplicam métodos de
bioinformatica em anélises in silico com objetivo de simular sistemas biologicos.

As proteinas sdo as moléculas mais abundantes em uma célula e o seu arranjo
tridimensional tem alta relevancia visto que estd intimamente ligado a sua fungdo. Assim a
determinagdo da estrutura proteica pode fornecer a compreensao da fungdo da proteina
(WHITFORD, 2005). Todas as estruturas tridimensionais de proteinas sdo consideradas
modelos, com niveis varidveis entre dados experimentais e estimativas computacionais.
Existem técnicas experimentais como a cristalografia de raios-X, ressonancia magnética
nuclear (RMN) e crio microscopia eletronica (cryo-EM) para a obten¢do de coordenadas
espaciais dos atomos (CARRONI; SAIBIL, 2016; SOLETTI, 2015).

Na predi¢ao computacional do modelo tridimensional de proteinas utiliza-se alto poder
de processamento através de diferentes analises. Os modelos podem ser estimados com técnicas
baseadas em estruturas 3D conhecidas e abordagens como ab initio, que sdo técnicas
independentes de estruturas conhecidas. Existindo uma estrutura de referéncia conhecida, os
softwares se baseiam em alinhamentos com esses moldes, ou também chamados templates
especificos evolutivamente relacionados, disponiveis em bancos de dados publicos (ROY;
KUCUKURAL; ZHANG, 2010; WATERHOUSE et al, 2018). Nesse grupo se encontram as
modelagens por método de threading, que fragmenta a sequéncia de entrada na busca por
estruturas homologas realizando diversos alinhamentos. A modelagem ¢ realizada de forma
comparativa para cada molde selecionado, criando assim estruturas secundarias para cada
regido. Dessa forma ¢ um método adequado para modelos com templates de baixa identidade,
pois assim € possivel cobrir diferentes partes da sequéncia de entrada com diferentes templates
(SILVA; BASTOS; SANTOS, 2021; VERLI, 2014).

O I-TASSER (lterative Threading Assembly Refinement) ¢ um servidor web para
predi¢dao automatizada de estrutura e funcao de proteinas (ZHANG, 2008). Usando a sequéncia
de entrada, o I-TASSER primeiro identifica templates estruturais ou motivos de estrutura
secundaria na biblioteca do Protein Data Bank (PDB) (BERMAN et al., 2000). Para isso, usa
Local Meta-Threading-Server (LOMETS) (WU; ZHANG, 2007), um programa de meta-
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threading que consiste em varios algoritmos de threading. Apo6s encontrar os moldes mais
adequados a sequéncia alvo, a topologia dos modelos ¢ construida remontando os fragmentos
alinhados. Contudo, as estruturas das regides nao alinhadas que ndo possuem moldes sdo
construidas por dobramento ab initio com base em simulagcdes de Monte Carlo (YANG;
ZHANG, 2015; ZHANG, 2008; ZHANG; KOLINSKI; SKOLNICK, 2003).

Ap6s a predicdo do modelo 3D para a proteina de interesse ¢ necessario verificar a sua
qualidade de construcdo e possiveis erros existentes. Por serem modelos construidos por
métodos computacionais sdo passiveis de erros e avaliar a sua qualidade ¢ necessario (SILVA;
BASTOS; SANTOS, 2021). Entre as avaliacdes de qualidade utilizadas, o grafico de
Ramachandran, baseado nas conformacgdes permitidas do backbone da proteina, tem sido uma
das ferramentas de diagndstico mais poderosas na andlise da estrutura (ANDERSON et al.,
2005). Além disso, comparagdes do modelo predito com estruturas experimentais realizando
sobreposigoes e avaliagdes de Z-score € RMSD (root mean square deviation) sdo importantes
para avaliar a qualidade da estrutura e a distancia dos residuos entre duas estruturas alinhadas,
comparando diretamente suas coordenadas espaciais (MAITI et al., 2004; WIEDERSTEIN;
SIPPL, 2007; ZHANG; SKOLNICK, 2005).

Com o modelo 3D construido e sua qualidade verificada e garantida, € possivel estudar
a predicao da posicao de encaixe de um ligante com a enzima de interesse, o atracamento ou
docking molecular. Com essa analise ¢ possivel investigar o potencial de interagdo entre a
molécula da proteina e um ligante (DONG et al., 2014). Através dessa técnica € possivel validar
o modelo construido a partir da sequéncia aminoacidica como uma GST devido sua interagao,
ou ndo, com a GSH. O objetivo do docking molecular ¢ compreender o reconhecimento
molecular prevendo os modos de ligacao provaveis e afinidade energética de ligagao entre uma
molécula do ligante e uma proteina (SOUSA; FERNANDES; RAMOS, 2006). Como forma de
controle para as andlises, pode-se utilizar um cristal conhecido de um complexo de interesse
experimental e separar o seu ligante, para em seguida, encaixar o ligante de volta na forma apo
da proteina, processo conhecido como redocking. O sucesso pode ser avaliado em termos de
RMSD dos atomos do ligante do docking e da referéncia. O docking envolve encontrar o modo
de ligagcdo mais favoravel de um ligante ao alvo de interesse. Poses podem ser escolhidas
segundo valores de AG e comparagdes a estrutura cristalografica de referéncia retiradas do PDB
(DAR; MIR, 2017; MORRIS; LIM-WILBY, 2008).

O SwissDock (GROSDIDIER; ZOETE; MICHIELIN, 2011) ¢ um programa online para
prever as interagdes moleculares que podem ocorrer entre uma proteina alvo e uma molécula

pequena, ligante. SwissDock ¢ baseado no software de docking EADock DSS (GROSDIDIER;
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ZOETE; MICHIELIN, 2007) seu algoritmo consiste em muitos modos de encaixe que podem
ser gerados em uma caixa (local docking) ou nas proximidades de todas as cavidades do alvo
(blind docking). Simultaneamente, suas energias CHARMM sdo estimadas, os modos de
ligagdo e as energias mais favoraveis sao avaliados com FACTS e sdo formados clusters, os
mais favordveis podem ser visualizados online ou por download (GROSDIDIER; ZOETE;
MICHIELIN, 2011).

1.4.2 IN VITRO

Além das técnicas da biologia computacional, os protocolos in vitro podem auxiliar na
identificacao de uma enzima, indicar sua fungao e de seus substratos especificos. Por exemplo,
por meio da técnica da expressdo heterodloga e purificagdo de proteinas recombinantes. Estas
sdo ferramentas fundamentais para estudos estruturais e funcionais bioquimicos de uma
proteina (OVERTON, 2014). As tecnologias de DNA recombinante sdo exploradas para a
obtencdo de novas combinagdes de material genético de diferentes organismos. Muitos
hospedeiros podem ser usados para a producdo de proteinas recombinantes, como bactérias,
leveduras, insetos, plantas e animais (KHAN et al., 2016). Escherichia coli tem sido o meio
mais utilizado de produg¢do de proteinas recombinantes, pois sdo organismos que tém
crescimento rapido, em um periodo curto, necessitam pouco espago fisico, sua genética ¢ bem
compreendida e tem boa aceitacio de material genético exdgeno (ZERBS; GIULIANI,
COLLART, 2014). As proteinas expressas em bactérias como E. coli podem ser produzidas em
grandes quantidades com facilidade e com custos razodveis. Essas proteinas podem ser obtidas
com a pureza necessaria para producgdo/pesquisa de produtos farmacéuticos, bem como para
estudos estruturais de caracterizagdo (GILEADI, 2017, KAUR; KUMAR; KAUR, 2018;
MANNERVIK, 2005). De forma ideal, a proteina de interesse pode ser purificada diretamente
a partir do organismo de estudo. Contudo, este pode ser um trabalho mais dispendioso e
complicado do que empregar a expressao heteréloga por um hospedeiro de facil manuseio como
¢ o caso das bactérias (BANEYX, 1999; GOPAL; KUMAR, 2013). O objetivo de se adotar
uma estratégia de expressao heterdloga ¢ a obtencao de uma grande produgado de proteinas com
caracteristicas funcionais e bioquimicas correspondentes ao seu estado nativo.

Um vetor de expressdo pode ser projetado para que um gene especifico seja transcrito e
traduzido em um organismo desejado. Plasmideos sao utilizados como vetores para a clonagem

e expressao de genes exogenos ao organismo procaridtico utilizado. Estes sdo elementos
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extracromossomicos de DNA que sdo capazes de transmissdo horizontal. Bactérias podem
transferir DNA naturalmente de uma para a outra pelo processo de conjugagdo que acontece
pelo contato por estruturas filamentosas (CABEZON et al., 2014; DIONISIO et al., 2005). Por
meio de engenharia genética sdao criados métodos in vitro que auxiliam na transformacao, ou
seja, na incorporacdo do DNA plasmidial induzida pelo método de choque térmico onde as
bactérias tornam-se competentes para captacao desse plasmideo (BROOKS et al., 2014). A
técnica de choque térmico pode facilitar a entrada do DNA na célula possivelmente por
interferir na fluidez da membrana levando a incorporagdo do plasmideo (PANJA ef al., 2008).
Com o DNA de interesse inserido na bactéria, ocorre a inducao da expressao da proteina pela
adicdo de um indutor como o isopropil-B-D-tiogalactopiranosideo (IPTG) (ZERBS;
GIULIANI; COLLART, 2014). O promotor ¢ essencial no sistema de expressdo, pois realiza o
controle do inicio da transcri¢cdo do gene de interesse. O sistema de expressao pET depende de
um hospedeiro E. coli carregue o gene que codifica a RNA polimerase do bacteriofago T7, e
esse gene fica sob controle do promotor induzivel por IPTG além de ser uma cepa robusta capaz
de crescer em meios minimos (GOPAL; KUMAR, 2013; KAUR; KUMAR; KAUR, 2018;
OVERTON, 2014). Apos a expressdao ¢ possivel purificar a proteina recombinante por
cromatografia liquida rapida de proteinas, fast protein liquid chromatography (FPLC) para
avaliagoes estruturais e de atividade (BRESOLIN; MIRANDA; BUENO, 2009).

1.5 SUBSTRATOS DA GST ALFA

A identificacdo da atividade enzimatica frente a diferentes substratos pode ajudar a
compreender as fungdes que a enzima de interesse assume no animal de estudo. Diferentes
GSTs da classe alfa de mamiferos ja foram caracterizadas (GSTA1-1, GSTA2-2, GSTA3-3 e
GSTA4-4), porém foi descrito que, em particular, GSTA1-1 tem atividade com o 1-cloro-2,4-
dinitrobenzeno (CDNB) em contraste com GSTA4-4 que possui eficiéncia catalitica mais
especifica com o 4-hidroxinonenal (4-HNE). Isso pode indicar que as diferentes especificidades
dos substratos dependem das caracteristicas do sitio ativo e o posicionamento dos residuos de
aminoacidos estruturais (FROVA, 2006).

A GST alfa ¢ descrita em diferentes estudos com a atividade de glutationa S- transferase,
pela formacao de um tioéter entre GSH e um substrato eletrofilico, por exemplo, pela formagao

de S- (2,4-dinitrofenil) glutationa a partir do CDNB. O CDNB ¢ uma molécula pequena se
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comparada ao sitio H das GSTs, ¢ conjugado pela maioria das classes e por esse motivo €
amplamente utilizado como um substrato considerado universal para quantificar sua atividade
(AWASTHI, 2006; MANNERVIK; JEMTH, 2002). Além disso, outros substratos ja foram
bem descritos para as GSTs, como ¢ o caso do 1,2-dicloro-4-nitrobenzeno (DCNB), um produto
quimico utilizado na sintese de intermedidrios que posteriormente sdo processados em
herbicidas, bactericidas e corantes, de mecanismo parecido com o substrato CDNB
(ARAKAWA et al., 2010; KIM et al., 2011; WANG, 2002).

A conjugacao da GSTA, em mamiferos, com 4-HNE ¢ conhecida por possuir uma das
maiores eficiéncias cataliticas das GST com qualquer substrato (BRUNS, 1999; HAYES;
FLANAGAN; JOWSEY, 2005; HUBATSCH; RIDDERSTROM; MANNERVIK, 1998;
SHIREMAN et al.,2010). A arginina 15 das GSTs da classe alfa de mamiferos, quando voltada
ao sitio catalitico fica proximo a carbonila do 4-HNE e o modo particular dessa interagao
determina a especificidade da conjugagdo com este substrato (AWASTHI, 2006). O 4-HNE ¢
um dos principais produtos da peroxidacado lipidica e estudos propdem que as GSTs da classe
alfa podem ter atividade de glutationa peroxidase e de protecdo contra o estresse oxidativo de
produtos como o hidroperéxido de cumeno (CHP), regulando as suas concentragdes
intracelulares (AWASTHI et al., 2004; SHARMA et al., 2004; ZHAO et al., 1999). A atividade
de glutationa peroxidase independente de selénio foi inicialmente descrita em ratos por
LAWRENCE; BURK, (1976). Ap6s anos outros estudos foram realizados em diversos animais
vertebrados sendo possivel identificar a atividade de glutationa peroxidase de GSTA com o
substrato CHP como, por exemplo, em peixes (KONISHI et al., 2005; MARTINEZ-LARA;
LEAVER; GEORGE, 2002). As GSTs nao utilizam perdxido de hidrogénio como substrato,
mas podem catalisar a redugdo dependente de GSH de hidroperoxidos nao fisiologicos, como
CHP e hidroperdxidos de t-butil. Essa atividade foi estabelecida até agora em vertebrados como
exclusiva da classe alfa das GSTs, o que sugere um possivel papel fisioldgico desta classe
fornecendo defesa antioxidante (AWASTHI, 2006; YANG et al., 2001).

Em vertebrados também foi caracterizada a atividade de isomerase para a classe alfa, na
sintese de hormodnios esteroides, como testosterona e progesterona (DOURADO et al., 2014;
HALLMANN et al., 2019; JOHANSSON; MANNERVIK, 2001; LINDSTROM et al., 2018;
PETTERSSON). Apesar de hormonios esteroides, como estradiol, progesterona e testosterona
ja terem sido identificados em bivalves, maiores detalhes sobre seu mecanismo de agao e origem
ainda ndo sdo conhecidos (GOSLING, 2015; LAFONT; MATHIEU, 2007). A presenga de
esteroides de vertebrados em moluscos nao pode ser considerada como uma evidéncia confidvel

de biossintese endogena ou de um papel endécrino (SCOTT, 2012; SCOTT, 2013). Estudos
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recentes apontam que invertebrados possuem a habilidade de absorver esses esteroides de
vertebrados da agua, o que aumenta a possibilidade de que estes sejam de origem exdgena
(FODOR, 2020; SCOTT, 2018).

A classe alfa de GSTs ja foi bem caracterizada em humanos (COLES; KADLUBAR,
2005). Existem estudos sobre GSTA em mamiferos como: equinos (LINDSTROM et al., 2018),
porcos (FEDULOVA; RAFFALLI-MATHIEU; MANNERVIK, 2011) e macacos (WANG et
al.,2002), também em peixes (KONISHI ez al., 2005) e aves (KIM et al., 2011). Porém quando
direcionado ao grupo dos invertebrados as informagdes sdo mais escassas. A GST da classe alfa
ja foi identificada em alguns moluscos, como o caso da améijoa Ruditapes decussatus
(HOARAU et al., 2002) e no mexilhdo Mytilus galloprovincialis (WANG et al., 2013). No
entanto, ainda ndo ha informacdes acerca de ostras, tais como a C. gigas, evidenciando a

necessidade e relevancia do presente estudo.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Caracterizar estrutural e funcionalmente a Glutationa S-transferase alfa 1.2
recombinante, de ostra C. gigas.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Caracterizar a proteina estruturalmente por modelagem tridimensional e docking
molecular com a glutationa reduzida (GSH) e com substratos, como 1-cloro-2,4-
dinitrobenceno (CDNB) e hidroperéxido de cumeno (CHP).

- Expressar e purificar a isoforma GSTA.1.2 recombinante (rGSTA);

- Avaliar a cinética enzimatica de rGSTA.1.2 com os substratos CDNB e CHP.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 ANALISE E CARACTERIZACAO IN SILICO

3.1.1 SEQUENCIA

A sequéncia nucleotidica identificada pelo grupo de pesquisa do LABCALI através da
publicacdo do genoma de C. gigas foi utilizada para se inferir a sua sequéncia aminoacidica de
CgGSTA1.2 que esta anotada com o cddigo de acesso: XP 034334320.1. A sequéncia esta
disponivel no banco de dados do NCBI com identificacdo realizada de forma automatizada:
MAKVLAKMAHLTYFNGRGRGEVIRMMLAAAKIPFTETFLTERQPFEKLIQDGLLPFK
QVPLLKIDDMELVQTGAIVRYVAKKGGMYGADDKEATMIDMYYEASRDFYSKFLP
VLFMKTEEQAVKDAKAAGEDKYFPALEKRLKETGSGYLLGTSLTMADVGFLEVLLL
CVEFGGDDFLDDHSDVKQYYQRLVATPLMAEFLKSPFRKRKNDEQYIKEVKRVLNR
E

O software online ExXPASy ProtParam tool (GASTEIGER et al., 2005) foi utilizado para
analisar a sequéncia de CgGSTA1.2 e fazer uma previsao dos parametros fisico-quimicos para
a proteina. Para avaliar a sequéncia alvo e seu nivel de semelhanga de residuos de aminoacidos
conservados foi realizado um alinhamento com as sequéncias de outras espécies no software
online MUSCLE (https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/muscle/) (EDGAR, 2004).

As espécies para o alinhamento foram selecionadas através de uma busca por BLASTp
- Basic Local Alignment Search Tool (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) (CAMACHO et
al., 2009) por nivel de maior identidade com a sequéncia de C. gigas possiveis de serem
encontradas, que obtiveram valores de 49,53 a 41,71% de identidade. Sendo esses oito
organismos selecionados: Branchiostoma belcheri, (XP_019617294.1), Mytilus edulis
(CAG2194334.1), Mytilus  galloprovincialis  (UEP55608.1),  Gigantopelta  aegis
(XP_041354738.1), Candidula unifasciata (CAG5126737.1), Plakobranchus ocellatus
(GFO11502.1), Elysia chlorotica (RUS74747.1) e Homo sapiens (NP_665683.1). A sequéncia
humana foi adicionada na andalise por motivo de comparacdo devido a ter uma sequéncia ja
bastante conhecida. O MUSCLE foi utilizado também para realizar calculos dos valores de
identidade contra todas as sequéncias de GSTA dos organismos selecionados. Adicionalmente
foi realizada uma analise separando as sequéncias aminoacidica em seus sitios G ¢ H e foi

executado um novo calculo de identidade entre as sequéncias de GSTA. As imagens do
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alinhamento foram construidas através do programa Jalview (https://www.jalview.org)

(WATERHOUSE et al., 2009).

3.1.2 MODELO TRIDIMENSIONAL

A modelagem tridimensional da proteina foi realizada utilizando o I-TASSER online
server (https://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I-TASSER/) que prediz a estrutura da proteina
pelo método de threading, fragmentando a sequéncia de entrada e realizando alinhamentos com
moldes, ou templates, semelhantes a sequéncia de entrada (ZHANG, 2008). A escolha do
modelo predito pelo sofiware foi realizada com base na medida quantitativa de confianga pelo
escore de confianca (C-score) com valores aceitos entre -5 ¢ 2 (YANG; ZHANG, 2015).
Também foram avaliados valores de TM-score maiores que 0,5 indicando modelo de topologia
correta e valores de RMSD de até 2A (ZHANG; SKOLNICK, 2004). Uma ferramenta adicional
foi utilizada para garantir a qualidade do modelo, ProSA-web - Protein Structure Analysis
(https://prosa.services.came.sbg.ac.at/prosa.php) que se trata de um software online para
reconhecer erros nas estruturas tridimensionais de proteinas, calculando uma pontuacdo de
qualidade geral para o modelo (WIEDERSTEIN; SIPPL, 2007).

O software online HADDOCK (High Ambiguity Driven protein-protein Docking)
(https://wenmr.science.uu.nl/haddock2.4/) foi utilizado para formar dimeros com a unido dos
mondmeros resultantes do I-TASSER. O docking proteina-proteina teve sua qualidade avaliada
pelos valores de HADDOCK-score ¢ RMSD de até 2A com a sobreposi¢io dos modelos
realizada no UCSF Chimera (DOMINGUEZ; BOELENS; BONVIN, 2003; PETTERSEN et
al.,2004; VAN ZUNDERT et al., 2016; VRIES; VAN DIJK; BONVIN, 2010). Para assegurar
a qualidade do modelo predito foram utilizados métodos adicionais aos pardmetros ja
fornecidos pelo programa de modelagem como o plot de Ramachandran, utilizado por meio do
Ramachandran Plot Server (https://zlab.umassmed.edu/bu/rama/) para avaliar os angulos de

tor¢ao da proteina (ANDERSON et al., 2005).

3.1.3 DOCKING MOLECULAR

Com o modelo tridimensional construido e com a qualidade garantida para a isoforma
CgGSTAL1.2, foi executada a predi¢ao do atracamento, ou docking molecular com a molécula

de glutationa reduzida (GSH) e com substratos conhecidos na literatura como CDNB (1-Cloro-
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2,4-dinitrobenzeno) e hidroperéxido de cumeno (CHP). Essas andlises foram elaboradas
utilizando o SwissDock (http://swissdock.ch), com pardmetro de cadeia lateral flexivel de 3A
em torno do ligante ¢ modo accurate. O software online realiza a predigdo das interagdes
moleculares da proteina de interesse e um ligante (BITENCOURT-FERREIRA; AZEVEDO,
2019; GROSDIDIER; ZOETE; MICHIELIN, 2011). As estruturas dos ligantes foram obtidas
através de pesquisas no PDB (Protein Data Bank) e os softwares UCSF Chimera (PETTERSEN
et al., 2004) e PyMOL (SCHRODINGER; DeLANO, 2020) foram utilizados para preparagio
dos arquivos dos ligantes, quando necessario, e na avaliacdo das poses resultantes do docking.
No caso do ligante CHP, este foi retirado do PubChem (KIM et al., 2015), que se trata de um ¢
um repositorio publico de informagdes sobre substancias quimicas e suas atividades biologicas,
pois o PDB ndo possui modelos experimentais para esta substidncia. Os resultados dos
atracamentos foram escolhidos através de comparagdo das posigdes de encaixe no bolsao de
ligacdo com estruturas cristalograficas referéncia disponiveis no PDB e segundo valores de AG
baseados nos valores apresentados no redocking da estrutura referéncia como forma de
controle. Além dos parametros de valores fornecidos pelo programa de docking, a qualidade do
encaixe do ligante foi também avaliada através do valor de RMSD da pose de encaixe contra
as estruturas similares disponiveis no PDB por meio do programa online DockRMSD
(https://zhanggroup.org/DockRMSD/) (BELL; ZHANG, 2019) para comparar com
sobreposi¢oes dos ligantes do docking e da estrutura experimental do PDB no UCSF Chimera.
Complementarmente, o docking foi avaliado pelo software LigPlot (LASKOWSKI;
SWINDELLS, 2011) que realiza diagramas 2D a partir das coordenadas 3D obtidas do docking

onde ¢ possivel a visualizacao de ligacdes de hidrogénio e contatos hidrofobicos.

3.2 ANALISE E CARACTERIZACAO IN VITRO

O gene CgGSTA.1.2 foi sintetizado pela empresa GenOne (Figura 3) em vetor de
expressao pET-19b que confere a proteina alvo uma cauda contendo 10 histidinas (His Tag) de
seguinte sequéncia: MGHHHHHHHHHHSSGHIDDDDKH na por¢do N-terminal. O vetor
também possui um gene de resisténcia a ampicilina, uma regido que codifica para um sitio de
clivagem da cauda de histidinas pela enzima enterocinase e otimizacdo de cddons para
expressao em E. coli. O vetor de expressao ¢ construido para que um gene possa ser transcrito

e traduzido, contendo todos os componentes de expressdo para genes exogenos (GILEADI,
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2017; KAUR; KUMAR; KAUR, 2018). A cepa de Escherichia coli BL21 (DE3) pLysS
(Promega) >10°cfu/pug contendo resisténcia ao antibidtico cloranfenicol foram utilizadas como

hospedeiras para expressao da proteina.

Figura 3. Mapa do vetor de expressao para o gene CgGSTAI.2 disponibilizado pela empresa GenOne.
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3.2.1 BACTERIAS CALCIO COMPETENTES

As células bacterianas de E. coli BL21 (DE3) pLysS foram preparadas antes da
transformagao utilizando cloreto de célcio. Uma amostra estoque de BL21 (DE3) pLysS foi
estriada em meio de cultura Luria Bertani (LB) agar (contendo cloranfenicol 34 mg/ml) com
crescimento durante a noite, a 37°C. No dia seguinte uma coldnia isolada foi inoculada com 5
ml de meio de cultura liquido LB broth (cloranfenicol 34 mg/ml) com crescimento durante a
noite, a 37°C sob agitag@o. No dia 3 foi inoculado 6 pl/ml (300 ul em 50 ml) do pré-in6culo,
em meio liquido LB broth (cloranfenicol 34mg/ml) e cresceu por 2h30 sob agitacdo a 37°C até
atingir a densidade optica (D.O.) de 0,4 a 600 nm. O meio de cultura foi centrifugado a 4.000
rpm (centrifuga - Eppendorf 5804 R) por 10 minutos a 4°C, descartando o sobrenadante e
adicionando 25 ml de CaCl; (0,1 M) gelado e incubando por 1 h em gelo. O sedimento foi
ressuspendido em agitador do tipo vortex e centrifugado novamente a 4.000 rpm por 10 minutos
a 4°C. O sobrenadante foi descartado e o sedimento foi ressuspendido por vortex em 3 ml do
tampao de congelamento (CaCl> 0,1 M + 10% glicerol) (CHAN et al., 2013; CHANG et al.,
2017).

3.2.2 TRANSFORMACAO

As células bacterianas passaram pelo protocolo de transformacdo, com a finalidade de
incorporar o DNA plasmidial exégeno construido, lhe conferindo habilidade de produgdo da
proteina de interesse. Foi adicionado 0,5ul do DNA plasmidial (100 ng/ul) sintetizado pela
GenOne nas células competentes que foram incubadas por 30 minutos em gelo. Apos foi
realizado um choque térmico em banho-maria a 42°C por 1 minuto com retorno ao banho de
gelo por 2 minutos. Entdao foi adicionado 500 pL de meio de cultura liquido LB Broth e
incubado a 37°C com agita¢dao por 1h30. Por fim adicionou-se 150 pl da cultura crescida em
placa de meio de cultura sélido contendo meio LB 4gar com ampicilina (100 mg/ml) e
cloranfenicol (34 mg/ml) e foi incubada a 37°C overnight (adaptado de FROGER; HALL,
2007).
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3.2.3 EXPRESSAO

Para a expressdo da proteina foi selecionada uma colonia isolada resistente aos
antibioticos que cresceu em placa com meio solido. A coldnia foi entdo transferida para crescer
em meio de cultura liquido (LB Broth) contendo ampicilina e cloranfenicol, onde ficou em
incubagdo overnight a 37°C, sob agitacdo. No segundo dia foi utilizado o meio crescido na
propor¢ao 1,5 ml de pré-inoculo para 250 ml de meio liquido novo que cresceu a 37°C, em
agitacdo até atingir a DO de 0,6 medindo a absorbancia a 600 nm. Entao foi adicionado o indutor
IPTG 1 mM (concentragdo final) e crescido por 3 horas a 37°C, os parametros foram baseados
em trabalhos anteriores do grupo do LABCAI em dados ainda néo publicados (VILAS-BOAS,
2022). Antes da adi¢do do IPTG, foi retirada uma aliquota (TO) e apo6s adicdo, a cada hora até
o final da inducdo (T1, T2 e T3), para realizar o gel de eletroforese da expressdo da proteina.
Ap6s trés horas de incubacdo o meio de cultura foi centrifugado por 15 minutos, a 4000 rpm, a
4°C, descartado seu sobrenadante e o sedimento foi congelado até a purificagdo (BANEYX,

1999; HANAHAN, 1983).

3.2.4 PURIFICACAO

A proteina foi purificada por cromatografia de afinidade de metal imobilizado (IMAC)
utilizando coluna de niquel (GE Healthcare HisTrap HP) com afinidade por histidina em
equipamento FPLC - (fast protein liquid chromatography) AKTA purifier. Para tal, o sedimento
congelado apos a expressao foi diluido em tampao lise contendo 5S0mM TRIS, 250mM NaCL,
0,5mM Ditiotreitol (DTT), 10 mM de imidazol, 15% de glicerol e pH 8. Para o rompimento das
células bacterianas foi utilizado um ultrasonicador por 5 minutos, ciclos/pulsos de 30s e
amplitude 34%, apds centrifugacdo a 15000 rpm por 20 minutos a 4°C, o sobrenadante foi
coletado. Para a purificagdo foi utilizado tampao contendo S0mM TRIS, 250mM NaCL, 0,5mM
DTT, 15% de glicerol e pH 8. A proteina foi eluida da coluna por adicdo de concentragdo
crescente de imidazol no sistema até um maximo de 500 mM (BORNHORST; FALKE, 2000;
LOUGHRAN; BREE; WALLS, 2016). As fracdes coletadas foram congeladas e aliquotas de
20 pl foram separadas para avaliagao da qualidade da purificacdo por dodecil sulfato de so6dio
- poliacrilamida gel eletroforese (SDS-PAGE) 10% utilizando kit TGX Stain Free FastCast™

da Bio-Rad. A tecnologia stain free utiliza a capacidade de certos residuos de aminoacidos
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aromaticos de sofrer reagdes quimicas especificas quando expostos a radiagdo UV.
Especificamente, o triptofano reage com certos compostos presentes no kit, que emite
fluorescéncia (GILDA; GOMES, 2013). Apesar da tecnologia presente, para realizar a imagem
do gel, este foi corado com azul de coomassie (coomassie brilliant blue) para a visualizacao das
bandas de proteina devido a GSTA nao possui o aminodcido triptofano em sua constituicao.
Os marcadores moleculares utilizados foram o unstained (Precision Plus Protein™
Unstained Protein Standards - Bio-Rad) que apresentam uma amplitude entre 250 ¢ 10 kD e o

rainbow (Amersham™ ECL™ Rainbow™ Marker - GE Healthcare), entre 225 a 12 kDa.

3.2.5 DIALISE

As fragdes coletadas da purificagdo com a presenga de proteina em maior quantidade e
pureza avaliadas pelo SDS-PAGE, passaram pelo processo de didlise com o objetivo de retirar
o imidazol da amostra para posteriores testes cinéticos. Foi utilizado tampao contendo 50 mM
TRIS, 350 mM NacCl, 0,5 mM DTT, 15% glicerol para se aproximar as concentracdes do
tampao de purificagdo da proteina e protegé-la de uma possivel precipitacdo. Onde 1ml de
amostra purificada foi adicionada ao tubo de dialise - PlusOne Mini Dialysis Kit (GE
Healthcare) com membrana de 1 kDa de cut-off. O tubo ficou em 1 L de tampao overnight sob
agitacdo em geladeira. No dia seguinte a amostra passou pela segunda etapa da dialise com mais
1 L de tampao novo, por 3 horas sob agitacdo em geladeira (PESARRODONA; UNZUETA;
VASQUEZ, 2014). O contetido de proteina obtido foi quantificado pelo método de Bradford
(BRADFORD, 1976). A curva padrao foi executada utilizando como padrdo de proteina o
Bovine Serum Albumin (BSA) em concentrag¢des de 0,1 0,2 0,3 e 0,4 mg/ml em tampao da

dialise. As leituras foram realizadas a 595 nm em espectrofotometro (Spectramax M5).

3.2.6 TESTE DE ATIVIDADE

A proteina recombinante produzida, purificada e dialisada ainda com cauda poli-
histidina passou por testes cinéticos. A atividade de glutationa transferase foi avaliada com o
substrato CDNB com protocolo adaptado de (HABIG et al., 1974). O ensaio foi realizado em
duplicatas sendo utilizados 1, 2,5 e 5 ul de proteina recombinante (concentragao de 0,372 pg/ul)

foram incubadas por 5 minutos a 30°C com 1 mM GSH em tampao fosfato 100 mM. Depois
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foram adicionados 100 ul de CDNB 1 mM (concentracdo final em etanol 5%) e leituras foram
registradas por 5 minutos a 340 nm (¢= 9,6 mM'cm™') em espectrofotometro (Spectramax M5),
os valores foram descontados do branco (tampao da dialise). A atividade esta apresentada em
umol/min/mg de proteina.

Para determinagdo da constante de Michaelis-Menten (ki) € velocidade maxima (Vmax)
para o substrato CDNB foi realizada uma curva de saturacdo com concentragdo crescente do
substrato (0,0014 - 2,5 mM) em 5% de etanol, na presenga de uma concentragado fixa de GSH
(2,5 mM) com 2,7 pl de amostra (= 1pug de proteina). Na curva de saturagdo relativa a8 GSH
foram utilizados valores crescentes de GSH (0,0048 — 5 mM) na presenga de uma concentragao
fixa de CDNB (2,5 mM) a 5% de etanol.

A atividade da glutationa peroxidase foi determinada por meio da metodologia descrita
por MANNERVIK; JEMTH, 2002 onde a oxidacdo do NADPH (g = -6,22 mM'cm™) a partir
da reducdo do substrato hidroperéxido de cumeno (CHP) foi monitorada a 340 nm por 5
minutos, a 25 °C. O meio de reagdo foi composto por NADPH 0,1 mM, GR 1 U/ml, GSH 1
mM, tampao fosfato de potassio 100 mM pH 7,0, hidroperéxido de cumeno 1,5 mM ou 3 mM
(em 95% etanol), com 10 pl de amostra. A atividade esta apresentada em pmol/min/mg de
proteina, segundo célculos da equagdo 1.

Para a determinag¢do da constante de Michaelis-Menten (k) € velocidade maxima (Vimax)
foi utilizada uma concentracao crescente de CHP (0,25 - 32 mM) em concentragdo fixa dos
demais compostos, NADPH 0,3 mM, GR 1 U/ml, GSH 1 mM em tampao fosfato de potéassio
100 mM pH 7,0 e 10 pl de amostra. As concentragcdes mencionadas nos ensaios correspondem
a concentracdo final na reacdo. Os pardmetros de Michaelis-Menten (kn € Vma) foram

calculados utilizando o software GraphPad Prism 9.

Equacao 1. Equacdo para calculos da cinética enzimatica.

(abs/mmx volume tota!)
£ .
x dil

atividade = -
([proteina] x volume de amostra)
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 IN SILICO

4.1.1 SEQUENCIA

A sequéncia de aminoacidos de CgGSTAIL.2 (codigo NCBI: XP 034334320.1) foi
analisada em detalhes pelo ProtParam com a finalidade de prever condigdes e caracteristicas
unicas da proteina alvo. Quando investigada, a proteina apresentou 225 residuos de
aminoacidos, uma massa teorica de 25759.98 Da (=26 kDa) e um pl de 6.77. Contudo, quando
se considera também a cauda poli-histidina ligada a proteina apos a clonagem em vetor de
expressao pET19b, com finalidade de auxiliar na purificagdo, ela passa a contar com 248
residuos de aminoacidos e a sua massa teorica prevista ¢ de 28526.81 Da (=28 kDa) com um
pl de 6,53. Valores de ponto isoelétrico (pI) e massa previstos sdo importantes para planejar as
atividades in vitro que fazem parte deste estudo (NELSON; COX, 2014). O indice de
instabilidade da proteina exibiu valores de 32.11 sem cauda e 32.26 com cauda poli histidina,
de acordo com a analise realizada pelo ProtParam. Este indice ¢ baseado no tempo de meia vida
da proteina in vivo e prevé por meio de calculos de correlacdo entre a formagao de dipeptideos
e o comprimento de sequéncia, baseados na estrutura primaria da proteina, um valor para
distinguir proteinas estaveis de instaveis. O indice aponta que valores maiores que 40 indicam
proteinas instaveis, abaixo de 40, proteinas mais estaveis (GURUPRASAD; REDDY;
PANDIT, 1990). Diante disso, os valores previstos para CgGSTA1.2 indicam uma proteina
estavel. Isso pode indicar que as analises de atividades in vitro com a proteina sejam facilitadas,
quando comparadas a outra isoforma de GST estudada pelo LABCALI que teve este indice acima
de 40 e seus experimentos in vitro foram complexos, necessitaram de mais etapas e cuidados

com as formulagdes de tampdes e manuseio da proteina recombinante (VILAS-BOAS, 2022).

4.1.2 ALINHAMENTO

Com o intuito de observar similaridades entre sequéncias de GSTs alfa de diferentes

animais, foi realizado um alinhamento no programa onl/ine MUSCLE a fim de buscar residuos
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de aminoacidos conservados entre as espécies e entender melhor a sequéncia alvo estudada. Os
organismos foram escolhidos utilizando a sequéncia aminoacidica CgGSTA1.2 como entrada
e por meio de uma busca por BLASTp foram selecionados os organismos com maiores valores
de identidade com a sequéncia de C. gigas. Oito organismos foram escolhidos para o
alinhamento: Homo sapiens, Branchiostoma belcheri, Mytilus edulis, Mytilus galloprovincialis,
Gigantopelta aegis, Candidula unifasciata, Plakobranchus ocellatus, Elysia chlorotica.

O alinhamento realizado no MUSCLE (Figura 4) exibe os residuos de aminoacidos das
sequéncias de GSTA completas e seu nivel de conservacdo em colunas destacadas coloridas.
Em evidéncia a regido N-terminal da proteina, onde estdo apontados por setas coloridas os
aminoacidos conhecidos pela interagdo com a molécula de glutationa reduzida.

A regido de estrutura mais conservada nas GSTs citosolicas ¢ o dominio N-terminal,
onde se localiza o motivo BPa que ¢ responsavel pelo reconhecimento do tripeptideo GSH
(MFEKA et al., 2020). As classes mi, pi, sigma ¢ alfa possuem um residuo de tirosina
essencialmente para ativacao da molécula de glutationa. Na maioria das GSTs a hidroxila de
uma tirosina (Y9) N-terminal se liga ao enxofre da glutationa reduzida (Figura 5) (THORSON
et al., 1998; DOURADO et al., 2010).

Em algumas classes da enzima essa tirosina pode ser substituida por uma cisteina ou
por uma serina, como na classe teta, por exemplo (AWASTHI, 2006; GILDENHUYS et al.,
2010). A Y9 (posi¢ao 9 em mamiferos), equivalente a Y13 em CgGSTA1.2 (Y na posicao 13
para C. gigas) (Figura 4, seta azul), é possivel observar sua conservag¢do, como também para
todas as sequéncias analisadas no alinhamento. No entanto, nas GSTs da classe alfa existe mais
uma interagao secundaria de um nitrogénio da R15 (posicao 15 para mamiferos) (Figura 5) que

adicionalmente ajuda a estabilizar o tiol da GSH (AWASTHI, 2006).
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Figura 4. Alinhamento das sequéncias de GST da classe alfa de diferentes espécies: Plakobranchus ocellatus,
Mpytilus galloprovincialis, Mytilus edulis, Homo sapiens, Gigantopelta aegis, Elysia chlorotica, Candidula
unifasciata, C. gigas ¢ Branchiostoma belcheri realizado no programa MUSCLE. Imagem gerada por meio do
software Jalview. Setas indicam os residuos de aminoacidos conservados conhecidos por estarem envolvidos na

ligagdo com a molécula de GSH.
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A arginina 17 presente em CgGSTA1.2 ¢ um aminoacido conhecido por ser muito

conservado entre as GSTs da classe alfa, o que foi possivel observar no alinhamento executado

(Figura 4, seta vermelha). O seu grupo cationico guanidino pode desempenhar um papel na

catalise e na interacdo com o ligante. Estudos realizaram mutagdes nesse aminoacido em GSTA

de humanos e foi observado que na troca desse residuo pode haver prejuizo na atividade

catalitica da enzima, ndo afetando, porém, a sua afinidade pela GSH. O seu envolvimento na

ligagdo e ativagdo da glutationa ¢ uma das caracteristicas que distingue a GST alfa das demais

classes (BJORNESTEDT et al., 1995; DOURADO et al., 2010; GILDENHUYS et al., 2010).

Figura 5. Interagdes da molécula de glutationa (GS™) com os residuos de aminoacidos Y9 e R15 especifico da

classe alfa das GSTs em mamiferos.

Fonte: (AWASTHI, 2006).
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Outros aminoacidos conservados entre as espécies envolvidos na ligagdo com a GSH
conhecidos para a classe alfa de humanos sdo Q67 e T68. O residuo de glutamina (seta verde,
Figura 4) da proteina faz uma liga¢ao de hidrogénio com a glutationa por meio do oxigénio de
sua amida. J4 na treonina, (seta preta, Figura 4), um residuo de aminoacido menos conservado
entre as espécies avaliadas no alinhamento, seu nitrogénio faz uma ligacdo de hidrogénio com
a GSH, quando avaliados em estruturas cristalograficas de mamiferos (AWASTHI, 2006;
SINNING et al., 1993).

O MUSCLE também realiza o calculo de identidade entre todas as sequéncias que foram
utilizadas para o alinhamento, e reporta as informagdes em forma de percentual. As identidades
de todas as espécies contra todas estdo apresentadas na Tabela 1 com destaque em cinza para

valores contra C. gigas.

Tabela 1. Percentual de identidade entre as GSTA de todas as espécies do alinhamento: Homo sapiens,
Branchiostoma belcheri, C. gigas, Mytilus edulis, Mytilus galloprovincialis, Gigantopelta aegis, Candidula

unifasciata, Plakobranchus ocellatus e Elysia chlorotica, criada pelo MUSCLE.

M.

H. B. galloprovin C. P. E.

sapiens |belcheri |C. gigas |M. edulis |cialis G. aegis |unifasciata |ocellatus |chlorotica
H. sapiens 100.00 (43.12 |37.90 |(40.47 |40.47 36.11 |39.07 38.99 |37.22
B. belcheri 43.12 [100.00 |45 4465 (45.12 45.16 |42.59 42.66 42.79
C. gigas 37.90 |45 100.00 (48.61 |48.61 46.79 |47.93 4796 |47.22
M. edulis 4047 |44.65 |48.61 [100.00 |99.54 48.84 [41.86 48.15 |45.12
M.
galloprovincialis|40.47 |45.12 |48.61 99.54 [100.00 4930 (42.33 48.61 |45.58
G. aegis 36.11 |45.16 |46.79 [48.84 149.30 100.00 (52.31 5438 (49.77
C. unifasciata  |39.07 [42.59 |47.93 |41.86 |[42.33 52.31 |100.00 [56.48 |54.17
P. ocellatus 38.99 |42.66 |47.96 |(48.15 |48.61 54.38 |56.48 100.00 |70.83
E. chlorotica 37.21 |42.79 |47.22 |45.12 |45.58 49.77 |54.17 70.83  1100.00

Os valores de identidade obtidos - entre 48,61% e 37.90% - mostraram que a maior
identidade esta entre os organismos mais proximos evolutivamente a C. gigas, M. edulis ¢ M.

galloprovincialis, por se tratar de moluscos bivalves. O valor de menor identidade ¢ com o
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organismo H. sapiens, uma espécie bem distinta de C. gigas. Apesar disso, GST alfa de H.
sapiens foi inserida na avaliagdo como forma de comparativo devido a se tratar de uma enzima
com diversos estudos de caracterizagao ja publicados, e da escassez de estudos com outras
espécies mais proximas evolutivamente de C. gigas.

As GSTs tém sua estrutura proteica dividida em dois dominios. O dominio N-terminal
conta com o sitio de ligagdo com a GSH em seu motivo caracteristico derivado da tiorredoxina

(Bapa BBa), chamado também de sitio G, evidenciado na cor rosa na Figura 6.

Figura 6. Modelo tridimensional monomérico de CgGSTA realizado no I-TASSER, evidenciando os diferentes

sitios da proteina: em rosa o sitio G e em cinza sitio H. A imagem foi obtida no UCSF Chimera.

J& 0 dominio C-terminal, que constitui dois tercos da proteina, possui o sitio de ligacao
com os substratos eletrofilicos, chamado de sitio H, demonstrado na cor cinza na Figura 6.
Dessa forma assemelha-se ao previsto na literatura para espécies de GST alfa, em mamiferos
(ARMSTRONG, 1997; AWASTHI, 2006; FROVA, 2006; KALITA et al., 2017, RANSON;
HEMINGWAY, 2005).

A fim de avaliar a conservagdo dos dois sitios (G e H) da proteina estudada, foi
executada uma comparacdo entre as suas identidades fragmentando as sequéncias utilizadas no

alinhamento. Foi possivel observar nos resultados da Tabela 2 que o sitio G demonstra-se mais
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conservado, como o esperado, corroborando com a literatura sobre GSTA de humanos
(AWASTHI, 2006). O sitio G possui valores mais altos de identidade entre as sequéncias
quando comparados aos valores para o sitio H. A média das porcentagens de identidade para o

sitio G € de 55,18% quando para o sitio H ¢ de 40,35%.

Tabela 2. Percentual de identidade de GSTs alfa das espécies do alinhamento Homo sapiens, Branchiostoma

belcheri, C. gigas, Mytilus edulis, Mytilus galloprovincialis, Gigantopelta aegis, Candidula unifasciata,

Plakobranchus ocellatus, Elysia chlorotica contra C. gigas nos sitios G ¢ H da proteina, gerado pelo MUSCLE.

sitio G sitio H

H. sapiens 47,56 32,12
B. belcheri 58,54 34,06
M. edulis 53,75 45,59
M.

galloprovincialis 53,75 45,59
G. aegis 59,26 38,69
C. unifasciata 56,96 42,03
P. ocellatus 55,95 43,07
E. chlorotica 55,7 41,61
média 55,18 40,35

As maiores divergéncias entre as sequéncias das espécies estdo localizadas nos residuos
de aminoacidos que compdem o sitio H. Esse resultado reitera a importancia da realizacdo de
uma curadoria manual de sequéncias, bem como um estudo minucioso das estruturas para seu

uso e aplicacdo em estudos bioquimicos e cinéticos.

4.1.3 MODELOS TRIDIMENSIONAIS

Sequéncias de aminoacidos por selegdo evolutiva apresentam essencialmente a mesma
estrutura tridimensional. Para caracterizar a proteina, compreender sua estrutura e suas

possiveis fungdes foi realizada uma predicao do modelo tridimensional da enzima a partir da
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sua sequéncia aminoacidica. O modelo pode nos permitir prever propriedades e atividades da
proteina se utilizarmos como comparacdo dados ja publicados em bancos de dados
experimentais e seus testes de atividade (KUFAREVA; ABAGYAN, 2011; SILVA; BASTOS;
SANTOS, 2021).

O modelo tridimensional da proteina CgGSTA1.2 foi desenvolvido pelo I-TASSER que
gera o modelo total da proteina fragmentando a sequéncia de entrada e realizando uma busca
por estruturas similares na biblioteca do PDB usando uma abordagem meta-threading por
LOMETS (Local Meta-Threading Server). O LOMETS ¢ um meta-servidor de segmentagdo
local que reune varios programas de threading que preveem de forma automatizada estruturas
de proteinas (ZHENG et al., 2019). O segundo passo do software ¢ realizar o alinhamento dos
fragmentos e remonta-los formando modelos de comprimento total. Quando ndo forem
encontrados templates compativeis com a sequéncia de entrada por LOMETS, o I-TASSER
utiliza a metodologia ab initio baseadas em simulagdes de Monte Carlo, que calculam caminhos
e propriedades termodinamicas das proteinas para realizar a predi¢do dos modelos (LOTAN;
SCHWARZER; LATOMBE, 2003). Além do modelo 3D de CgGSTA1.2 foram realizados
modelos e dockings com a GSH para as demais 16 sequéncias de GST citosdlicas e mitocondrial
de C. gigas, disponiveis no Apéndice A.

Cinco modelos 3D foram executados no I-TASSER para a sequéncia de CgGSTA1.2
com diferentes valores de C-score € o0 modelo de melhor resultado foi escolhido (Figura 7). O
método para identificar qual modelo construido pelo software é mais adequado utiliza o escore
de confianca (C-score), que ¢ um valor baseado na significAncia dos alinhamentos e nos
parametros das simulagcdes de montagem da estrutura. O valor de C-score para o modelo
escolhido foi de 0,63. Considerando que valores aceitos estdo na faixa de -5 a 2, onde valores
maiores que -1.5 indicam um modelo com topologia global correta, (YANG; ZHANG, 2015) o
modelo foi considerado dentro dos padrdes de qualidade.

O modelo construido também foi avaliado pela constituicao de estrutura secundaria em
conteudo de a-hélices e folhas-f, visto que o enovelamento de uma proteina ¢ mais conservado
do que a propria sequéncia de aminoacidos (ILLERGARD; ARDELL; ELOFSSON, 2009).
Cada subunidade das GSTs possui um sitio ativo completo com sitios de liga¢ao para glutationa
e para substratos eletrofilicos, em dois dominios (Figura 6). No dominio N-terminal do modelo
construido (Figura 7), ¢ possivel observar a presenca de quatro folhas-f e trés a-hélices. Ja no
dominio C-terminal estdo presentes seis o-hélices na regido de interagdo com o substrato.
Também ¢ possivel constatar a presenca da estrutura de a-hélice 9, que pode ser movel e cobrir

0 sitio ativo, que ¢ uma assinatura especifica das GSTs da classe alfa, de forma similar a GSTA
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observadas de outros animais (ARMSTRONG, 1997; FROVA, 2006; LIAO et al., 2006;
SINNING et al., 1993).

Figura 7. Modelo monomérico tridimensional da proteina CgGSTA1.2 construido pelo I-TASSER com suas

estruturas secundarias descritas e enumeradas, imagem executada no UCSF Chimera.

O programa de docking também organiza os valores de top 10 threading templates
(Tabela 3) usados pelo I-TASSER por identificagdo na biblioteca PDB por LOMETS, onde
estdo os femplates de maior significancia dos alinhamentos. Ident2 ¢ a porcentagem de
identidade dos fragmentos de moldes usados para formar o modelo da proteina CgGSTA. E
possivel observar os cristais 1VF4 e 1VF1 como os de maiores identidades. Essas estruturas
experimentais estdo depositadas no PDB pela metodologia de refracdo de raio-x da espécie
Gallus gallus. O PDB 1VF1 ¢ atribuido ao modelo da proteina GSTA com uma GSH atracada
e vai ser utilizado como referéncia também para o docking com a molécula da glutationa
reduzida, por isso serd utilizado também como referéncia para as andlises de docking. Ja o 1VF4

¢ a estrutura da proteina GSTA sem ligantes.
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Tabela 3. Templates de threading usados pelo I-TASSER com seus valores de identidade referentes ao modelo

construido.

PDB hit |1VF4.A| 1F3A.A |1B48A| 20N7 | 1219 | IGUMA | 19GS | 6ATRA | 1VFIA

1V4A

ident2 0.41 0.38 0.38 | 0.30 | 0.27 0.35 0.27 0.40 0.42

0.41

Ap6s a simulacdo de montagem da estrutura, o I-TASSER usa o programa de
alinhamento estrutural TM-align para combinar o primeiro modelo formado, o de melhor valor
de qualidade, contra as estruturas na biblioteca do PDB. Sdo relatadas as dez principais
proteinas (Tabela 4) que tém similaridade estrutural mais proxima, ou seja, o TM-score
(template modeling score) mais alto, para o modelo I-TASSER construido e adicionalmente sdao
apresentados seus valores de RMSD (root mean square deviation) para cada estrutura
(ZHANG; SKOLNICK, 2004). A Tabela 4 mostra que os melhores valores de TM-score e

RMSD para uma estrutura cristalografica contra o modelo construido foi o PDB 1VF4A.

Tabela 4. Top 10 hits de estruturas de proteinas depositadas no PDB usados pelo I-TASSER na modelagem.

PDB hit |[IVF4A| 1AGSA |3IK7A[2VCVA |1IEV4A|1B48B |13GSA[1GLPA | 10KTA | 1B8XA

TM-score | 0.949 | 0.944 |0.942| 0940 | 0.940 | 0.939 | 0.828 | 0.827 | 0.826 0.824

RMSD 0.93 0.96 1.02 0.84 | 01.05 | 1.01 1.97 1.90 1.72 2.09

A qualidade do modelo construido ¢ muitas vezes avaliada pelo desvio quadratico médio
da raiz (RMSD) entre 4&tomos equivalentes no modelo e estruturas experimentais (COUTSIAS;
WESTER, 2019; KUFAREVA; ABAGYAN, 2011). O RMSD pondera as distancias entre
todos os pares de residuos igualmente e a melhor sobreposicdo das estruturas ¢ obtida quando
o menor RMSD possivel é alcangado. E possivel calcular esse valor para todos os 4&tomos nas
estruturas ou para um subconjunto especificamente selecionado, que alinha apenas os atomos
especificados (KUFAREVA; ABAGYAN, 2011; WU; WU, 2009).

Porém o RMSD, isoladamente, ndo ¢ suficiente para estimar a qualidade dos modelos
porque a cobertura de alinhamento pode ser muito diferente em distintas abordagens. Com o
intuito de resolver essa situagao, ZHANG e SKOLNICK (2004) desenvolveram uma escala
para medir a similaridade entre duas estruturas, o TM-score. Esse valor ¢ atingido através de

um célculo que se baseia no C-score, pontuando também alinhamentos e sobreposi¢des com
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outras estruturas conhecidas. Este método ¢ independente do tamanho da proteina, podendo ser
uma melhor ferramenta na escolha de um modelo. O valor global de TM-score para o modelo
escolhido dentre as opgdes geradas pelo I-TASSER (Figura 7) foi de 0,80. Quando comparado
a estruturas depositadas no PDB (Tabela 4) 1VF4A de G. gallus apresenta maior TM-score de
0,949 e RMSD de 0,93A, e é a estrutura depositada no PDB de maior identidade com
CgGSTAL.2, por esse motivo foi utilizado como referéncia em diferentes analises neste estudo.
Um TM-score > 0,5 indica um modelo de topologia correta ¢ um TM-score < 0,17 significa
uma similaridade aleatoria, sendo esse o limite minimo para considerar o modelo correto
(KUFAREVA; ABAGYAN, 2011; ZHANG; SKOLNICK, 2004).

Para identificar possiveis erros na estrutura tridimensional da proteina construida pelo
I-TASSER foram utilizadas algumas ferramentas extras, além dos valores de qualidade do
proprio programa. O ProSA-web realiza o refinamento e a validacdo de estruturas
experimentais e tedricas de proteinas. Esse software online gera pontuacdes e graficos de
energias para evidenciar possiveis problemas estruturais do modelo. Sua pontuacdo geral ¢
calculada e exibida em um grafico evidenciando todas as cadeias de proteinas determinadas
estruturalmente disponiveis no PDB para comparagao. Se a pontuagdo estiver fora do intervalo
para proteinas nativas, entdo a estrutura provavelmente contém erros (SIPPL, 1993;
WIEDERSTEIN; SIPPL, 2007). A pontuagdo da qualidade geral para CgGSTA1.2 de Z-score
foi = -8,39. Na Figura 8, o ponto preto representa o valor para a estrutura avaliada, em azul
claro estdo as estruturas depositadas no PDB pelo método de raio-x e em azul escuro por NMR
(ressonancia magnética nuclear). Os dados sdo apresentados por tamanho da estrutura, nimero
de residuos por valor de Z-score e segundo o grafico o modelo de CgGSTA encontra-se dentro
do alcance para conformacao nativa, quando comparada a outras estruturas depositadas no
PDB.

O Z-score indica a qualidade geral do modelo e mede o desvio da energia total da
estrutura em relagdo a uma distribui¢do de energia derivada de conformacdes aleatorias. Para
facilitar o entendimento, o resultado estd apresentado em um grafico que mostra as proteinas
determinadas experimentalmente disponiveis no PDB (KUFAREVA; ABAGYAN, 2011;
SIPPL, 1993; WIEDERSTEIN; SIPPL, 2007). Assim ¢ possivel observar que o modelo
construido se encontra dentro da faixa de pontuagdo tipicamente observada para proteinas de
tamanhos semelhantes. Principalmente se compararmos a valores de estruturas cristalograficas

relacionadas como GSTA de G. gallus (PDB: 1VF1), que obteve um valor proximo (-7,74).
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Figura 8. Resultado do ProSA-web onde o ponto preto representa CgGSTA, os pontos em azul claro representam
todas as estruturas depositadas no PDB pela metodologia de raio-x e em azul escuro por NMR, o eixo X

representa o tamanho da proteina e o eixo Y o valor de Z-score.
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4.1.4 FORMACAO DOS DIMEROS

As GSTs sao normalmente encontradas em forma dimérica. A classe alfa pode contar
com proteinas homo ou heterodiméricas, com isoformas dentro da sua propria classe. Para a
caracterizagdo in silico da proteina de interesse CgGSTA 1.2 foi utilizada a forma homodimérica
nas analises realizadas. O dimero foi construido (Figura 9) por meio da unido do mondémero
gerado pelo I-TASSER utilizando o software online HADDOCK (high ambiguity driven
protein-protein docking).

O HADDOCK ¢ uma ferramenta com método de docking proteina-proteina onde existe
a possibilidade de decidir quais residuos de aminoacidos estardo envolvidos na interface das

proteinas. Portanto, uma sele¢ao cuidadosa dos residuos que ficarao ativos e quais sdo passivos
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¢ critica para o sucesso do docking (DOMINGUEZ; BOELENS; BONVIN, 2003; VRIES;
VAN DIJK; BONVIN, 2010).

Figura 9. Modelo da estrutura 3D dimérica da proteina CgGSTA1.2 construida pelo HADDOCK, imagem

realizada no Chimera.

Em geral as GSTs adotam uma estrutura terciaria bem conservada, apesar de pequenas
diferencas de residuos de aminoacidos entre as classes, € sua estrutura quaternaria dimérica ¢
essencial para um sitio ativo totalmente funcional (OAKLEY, 2011). Para a proteina de
interesse CgGSTA1.2 os aminoacidos foram determinados como ativos e passivos para a
constru¢do do homodimero utilizando referéncias da literatura. As interagcdes entre as
subunidades das proteinas das classes pi, mi e alfa das GSTs acontecem de forma “lock-and-
key". Um residuo chave do dominio I de uma subunidade que se insere em um residuo do
dominio II na outra subunidade (WONGSANTICHON; KETTERMAN, 2006). Os parametros
utilizados na realizacdo do docking proteina-proteina para GSTA de C. gigas foram baseados
nas referéncias com proteinas de mamiferos (ARMSTRONG, 1997; AWASTHI, 2006;
VARGO; NGUYEN; COLMAN, 2004; WALLACE; DIRR, 1999).
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Para garantir a qualidade do modelo dimérico construido, além dos parametros
fornecidos pelo proprio programa de docking, foram executadas analises qualitativas através do
RMSD, que comumente ¢ usado para avaliar similaridade entre estruturas (KUFAREVA;
ABAGYAN, 2011; WU; WU, 2009).

Na sobreposi¢ao dos modelos diméricos apresentada na Figura 10 € possivel observar a
GSTA de C. gigas (emrosa) e G. gallus (PDB 1VF1.1) (em cinza), realizada no UCSF Chimera,
com valor de RMSD de 0,88 A. Além de maior similaridade observada nos alinhamentos de

sequéncia, o modelo construido também apresentou maior similaridade estrutural com a GSTA
de G. gallus.

Figura 10. Sobreposi¢do do modelo dimérico construido da proteina GSTA de C. gigas (em rosa) com modelo

experimental da proteina retirado do PDB: 1VF1.1 de G. gallus (em cinza), realizado no UCSF Chimera.

Outro recurso de analise de qualidade utilizado foi o grafico de Ramachandran
(RAMACHANDRAN; RAMAKRISHNAN; SASISEKHARAN, 1963) por meio do

Ramachandran Plot Server. O grafico de Ramachandran ¢ uma ferramenta que avalia a
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qualidade estereoquimica de um modelo de proteina. O grafico ¢ uma representacdo visual das
tendéncias conformacionais da cadeia principal de um aminoacido. Essa metodologia avalia as
distribuicdes dos angulos de tor¢do @ e y em forma de grafico e sdo comparadas a olho nu para
determinar as semelhangas das preferéncias conformacionais da cadeia principal de residuos de
aminoacidos. As estruturas de aminoacidos na area de dados densos do grafico de
Ramachandran representam suas conformag¢des mais comuns em estruturas de proteinas. Ja as
conformagdes em areas mais espalhadas podem ser mais raras, mas ainda podem ser
conformagdes genuinas, ou podem ser erros na determinagdo estrutural (ANDERSON ef al.,

2005; SOBOLEYV et al., 2020).

Figura 11. Grafico de Ramachandran do modelo de GSTA de C. gigas. Em verde s3o observados os angulos
tor¢do considerados altamente favoraveis, em laranja angulos favoraveis e em vermelho observagdes

questionaveis, criado pelo Ramachandran Plot Server.

O grafico de Ramachandran para CgGSTA1.2 obteve resultados de 368 aminoacidos
(91,771%) em areas altamente favoraveis, visiveis em verde na Figura 11, 31 residuos (7,731%)

em areas favordveis observadas em laranja e apenas 2 aminodcidos (0,499%) foram
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observagdes questionaveis, apresentadas em vermelho. Foi originalmente sugerido que mais de
90% dos pares @ e y devem ser encontrados nas areas favoraveis do grafico, contudo foi
redefinido posteriormente que 98% dos angulos devem ser encontrados nessas regides
(ELSLIGER; WILSON, 2012; WLODAWER, 2017). Quando comparamos com a literatura
sobre estruturas experimentais, os valores encontrados para o modelo dimérico construido pelo
I-TASSER/HADDOCK, encontra-se dentro do esperado para considerar a estrutura construida
dentro dos padroes de qualidade. Para o modelo computacional de CgGSTA1.2 quando
somados os valores das regides altamente favoraveis e favoraveis, observa-se mais de 99% de

aminoacidos nessas areas, sendo mais uma evidéncia da qualidade da estrutura gerada.

4.1.5 DOCKING MOLECULAR

Com o modelo 3D de CgGSTAI1.2 finalizado, em sua forma dimérica, e sua qualidade
verificada, foi possivel prever as posi¢des de atracamento molecular, ou docking, com a
molécula de glutationa reduzida (GSH) e com os substratos que serdo testados na cinética
enzimatica. Para que seja possivel entender os mecanismos celulares, € preciso compreender o
modo de interagdo entre as moléculas, como a interagdo entre proteina-proteina, ou proteina e
um ligante. O docking molecular ¢ uma ferramenta que pode ser utilizada para prever essas
interacdes e sugerir a energia livre (AG) e estabilidade dos complexos proteina-ligante
(MORRIS; LIM-WILBY, 2008). O AG ¢ a variagdo da energia livre em condi¢Oes de
temperatura e pressao constantes. Se o0 AG € negativo, entdao a reagdo € espontanea, ocorre sem
entrada de energia externa (DEHOUCK et al., 2009; NELSON; COX, 2014). O principal
objetivo da técnica ¢ obter um complexo receptor-ligante com a menor energia livre. Dessa
forma pode-se predizer se a proteina tridimensional, que foi construida pelos programas de
modelagem a partir da nova sequéncia identificada, tem potencial atividade de GST para ser
classificada como tal (DAR; MIR, 2017; VERLI, 2014).

Diversos softwares podem processar o docking entre duas moléculas com o objetivo de
entender e prever o reconhecimento molecular, encontrando modos de ligagdo provaveis, e
prevendo a afinidade de ligagdo (MORRIS; LIM-WILBY, 2008). O SwissDock que foi
empregado com essa finalidade, ¢ um software online realizado por um grupo suico que fornece

acesso livre a estudantes, para realizar a predi¢do das interagdes entre moléculas. O SwissDock
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¢ baseado em um programa de docking proteina-ligante EADock DSS, com calculos realizados
no campo de forca CHARMM (GROSDIDIER; ZOETE; MICHIELIN, 2011). Com interface
acessivel, o usuario pode definir a regido de interesse, delimitar uma caixa, onde o docking vai
ocorrer com base em dados prévios sobre a enzima, porém na auséncia dessa informacao
também ¢ possivel realizar o blind docking, quando o algoritmo procura por locais
termodinamicamente favoraveis para interagao do ligante sem uma regido de interesse definida
(BITENCOURT-FERREIRA; AZEVEDO, 2019; LOHNING et al., 2017).

Os parametros de docking utilizados para CgGSTA foram a cadeia lateral flexivel de
3A em torno do ligante (o que aparece no software como um pardmetro ainda experimental) e
modo accurate. A defini¢do da regido de interesse foi estipulada criando uma caixa de ligacao
(10 x 10 x 10 A) no posicionamento do bolsdo de ligagio por meio da posi¢do do residuo de
aminodcido envolvido na interacdo e estabilizagdo do ligante, Y13. Os ligantes foram obtidos
do PDB, por meio de uma busca de estruturas refinadas por maior identidade com a sequéncia
de CgGSTA. Foi definido um cutoff de identidade de 40% e dessa forma foram escolhidos os
ligantes GSH (PDB:1VF1) e CDNB (PDB: 1VF3) ambos de G. gallus para realizar os dockings.
A interpretacgao dos resultados ¢ facilitada pela visualizag@o das poses de interagdo no programa
UCSF Chimera.

O docking de CgGSTA1.2 com a glutationa reduzida - GSH (12) teve a melhor posi¢ao
escolhida por pardmetros de comparacdo com uma estrutura cristalografica depositada PDB
(1VF1). Foi escolhida a posi¢ao que o ligante GSH se encontrava dentro do bolsao de ligacdo
de forma semelhante a estrutura cristalografica. O valor de AG obtido estima um valor de
interacdo entre as moléculas de -7.17 kcal/mol para a pose determinada. Assim, o resultado da
estimativa de AG sugere que a interacao entre o receptor € o ligante ¢ possivel de acontecer.
Foram avaliados também os aminodacidos potencialmente responsaveis pela estabilizacdo do
ligante no bolsdo de ligacdo. A 12 apresenta os aminoacidos Y13, R17, R19, Q58, Q71 e T72
com suas cadeias laterais em destaque, esses sdo os residuos descritos na literatura por serem

responsaveis pela interagdo GSTA GSH.
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Figura 12. Docking de CgGSTA1.2 (em rosa) com a molécula de GSH (em cinza) com zoom no bolsdo de

ligagdo e os aminoacidos possivelmente envolvidos na estabiliza¢do desta ligacdo em destaque, Y13, R17, R19,

Q58, Q70 ¢ T71, realizado na SwissDock, imagem gerada pelo UCSF Chimera.

Como parametro adicional de comparagdo, foi executada a andlise do valor do RMSD
entre o ligante do docking realizado e da GSH presente na estrutura resolvida
experimentalmente. Realizada no DockRMSD, o valor obtido foi de 6.6 A, expondo um valor
elevado de RMSD se considerarmos que o sucesso do docking baseia-se em um limite de até
2A (MORRIS; LIM-WILBY, 2008). A avaliacdo da posi¢do de encaixe (Figura 13) mostra o
enxofre do residuo de cisteina da GSH (em amarelo na Figura 12) das estruturas do modelo e
do cristal em posicdes semelhantes. Este que foi o principal critério utilizado na escolha das
poses devido a sua importancia na ligagdo com a enzima e sua alta conservagao entre as espécies
(FROVA, 2006). O grupo SH da glutationa ¢ estabilizado por uma ligagdo com a tirosina do
sitio ativo da GST, que guia o enxofre para a ligagdo com o segundo substrato (DOURADO;
FERNANDES; RAMOS, 2010). Porém ¢é possivel avaliar que os residuos de glutamato e
glicina da GSH nao se encontram tao proximos como o residuo de cisteina e como o RMSD ¢
um valor de média do desvio dos atomos, acredita-se que a isso se deve o seu alto valor. Desse

modo entende-se que em um docking onde as cadeias laterais dos aminoéacidos ficassem
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flexiveis, esse valor poderia ser melhorado, atribuindo esses altos valores de RMSD também

possivelmente a limitagdo da técnica de atracamento empregada.

Figura 13. Sobreposi¢do dos ligantes, em rosa GSH do docking realizado de C. gigas e em cinza, a GSH do

modelo experimental PDB:1VF1, imagem gerada pelo software UCSF Chimera.

2

Na Figura 12 € possivel observar interacdes da GSH com os residuos de aminoécidos:
Y13,R17,R19, Q58, Q70 ¢ T71. Esses residuos também foram visualizados em interagdes com
o ligante quando avaliados de forma 2D, utilizando o software LigPlot (Figura 14).

O LigPlot gera um sistema grafico em diagramas 2D das interacdes da proteina-ligante
a partir das coordenadas 3D realizadas no docking. Nos diagramas sdo apresentadas interagdes
de hidrogénio e contatos hidrofobicos (LASKOWSKI; SWINDELLS, 2011). Nas interagdes
de hidrogénio visualizadas na Figura 13 por tracos na cor verde sdo mostrados os valores de
distancia das ligagdes onde o atomo de enxofre da enzima se liga a hidroxila da Y13 em uma
distancia de 3,27A de acordo com os valores encontrados na literatura (SINNING e al., 1993).
No entanto, a interagdo com a R17 ndo aconteceu, como deveria ser o esperado para as GST da
classe alfa. Acredita-se que este fato se deve a cadeia lateral do aminodacido estar voltada para
o lado de fora do bolsdo de ligacdo como ¢ nitidamente observado na 12. Entende-se que talvez
esse resultado ndo possa ser obtido com a metodologia de docking aplicada, pois esta nao

permite a total flexibilizacdo das cadeias laterais de aminoéacidos do bolsao de ligagao.
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Figura 14. Docking da proteina CgGSTA1.2 com o ligante 1 (GSH) em formato 2D evidenciando a interagdo
com os residuos de aminoacidos Y13, Q58, Q70 e T71, em vermelho as interagdes hidrofobicas com os
aminoacidos F45, K57, V59, P60 e L222 sobreposto ao modelo cristal (PDB: 1VF1) ao fundo em cinza. Os
circulos vermelhos mostram as compatibilidades entre os residuos das duas estruturas realizada pelo sofiware

LigPlot.
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Para melhor compreensao do resultado de docking com a molécula de GSH, foi
realizada uma sobreposicao das estruturas 2D do docking realizado para o modelo construido
de CgGSTA com a imagem 2D do modelo cristalografico de PDB: 1VF1 (Figura 14). Assim,
¢ possivel observar interagdo com os residuos de aminodcidos Y13, Q58, Q70 e T71, em tragos
vermelhos sdo representadas as interacdes hidrofobicas com os aminoacidos F45, K57, V59,
P60 e L222. Os circulos vermelhos indicam que os residuos de aminoacidos do modelo

(aminoacidos coloridos) e do cristal (aminoacidos em cinza) coincidem.



58

Um ultimo critério de comparagdo e validacdo do método de docking foi empregado e
foram realizados redockings com as estruturas cristalograficas retiradas do PDB de referéncia.
Redocking serve para avaliar se o método utilizado ¢ capaz de reproduzir os dados
experimentais do complexo proteina-ligante. Ele consiste em utilizar um modelo experimental
retirado do PDB escolhido por uma busca refinada por alta identidade e refazer a ligacdo da
proteina com o seu proprio ligante pelo mesmo método que estd sendo utilizado para predi¢ao

dos dockings dos modelos construidos para a GST da ostra C. gigas (VERLI, 2014).

Figura 15. Sobreposi¢ao dos ligantes GSH do cristal PDB:IVF1 depositado no PDB (em cinza) e do redocking

executado no SwissDock (em rosa) imagem gerada através do software UCSF Chimera.

O redocking do modelo de estrutura cristalografica de raio-x (PDB 1VF1) realizado no
SwissDock obteve valores de AG -10.63 kcal/mol. Quando comparado ao valor de AG do
docking -7,17 kcal/mol € possivel ver que ambos os valores sao negativos e podem indicar que
a ligagdo ocorre de forma favoravel. O valor de RMSD do redocking para a GSH foi de 2.148
A executado no DockRMSD indicando a alta proximidade entre os ligantes, dessa forma
validando a técnica escolhida e os resultados sugeridos. Na Figura 15 os ligantes do PDB (cinza)
e do redocking (rosa) foram sobrepostos no software UCSF Chimera a fim de facilitar uma
comparag¢ao visual entre as diferengas espaciais das moléculas.

Depois de finalizado o atracamento com a molécula de GSH no sitio ativo em uma pose
dentro dos padrdes conhecidos para GSTs de outros animais e a sua qualidade garantida, foi
realizada entdo a predi¢do do docking com substratos conhecidos da literatura para as GSTs da

classe alfa ja estudadas.
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Figura 16. Docking realizado no SwissDock entre a proteina CgGSTA1.2 com o ligante GDN (em cinza) em

evidéncia as cadeias laterais dos aminoacidos envolvidos na interagdo: Y13, R19 e Q68, imagem realizada no

UCSF Chimera.

O CDNB ¢ um substrato descrito com atividade de indugdo da atividade das GSTs.
Considerado um substrato universal por medir a atividade global das GSTs (MANNERVIK;
JEMTH, 2002; TRISCIANI et al., 2012). Foi, portanto, utilizado nos estudos in silico com o
modelo construido. A estrutura tridimensional da molécula do CDNB foi obtida do PDB
(PDB:1VF3) ja sendo apresentado em sua forma conjugada com a GSH que forma o composto
GDN, e aqui foi testado pela mesma metodologia empregada para as avaliacdes com o ligante
GSH.

Na Figura 16 estd apresentada a imagem do docking da proteina de C. gigas com a
molécula de GDN que obteve um resultado de -8.56 kcal/mol de AG. Estdo evidenciados os
residuos de aminodcidos Y13, R19, Q68 que sdo os responsaveis pela estabilizagdao do ligante
GDN no sitio de ligagdo da enzima. Esses mesmos residuos podem ser observados na
visualizacao do docking em forma 2D gerada no software LigPlot (Figura 17) em sobreposicao
a estrutura cristalografica retirada do PDB: 1VF3.
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Figura 17. Docking da proteina CgGSTA1.2 com GDN em sua forma 2D (colorido) sobreposta com o cristal
1VF3 (em cinza). Interagdes entre residuos de aminoacidos em evidéncia Y13, R19 e Q58 e intera¢des
hidrofébicas em vermelho para os residuos G18, V59, T72, L111, F115 e L222, os circulos representam

sobreposicdes entre os residuos das duas estruturas. Imagem realizada no LigPlot.
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Na Figura 17 sdo apresentadas as interagdes entre residuos de aminoacidos em
evidéncia: Y13, R19 e Q58 e interacdes hidrofobicas em vermelho para os residuos: G18, V59,
T72,L111,F115 e L222. O resultado obtido no docking se assemelha ao modelo cristalografico
e fica evidenciado, por exemplo, no aminoacido Y13 (modelo construido em colorido) e Y9
(cristal em cinza), que estdo sobrepostos exatamente no mesmo lugar e com uma ligagao de
hidrogénio com 2,89A. Sendo este um aminodcido conhecido por estar envolvido na
estabilizacdo da GSH e que fornece orientacdo ao substrato eletrofilico (aqui ja conjugados)
para se ligar no bolsdo de ligagdo (THORSON et al., 1998).

Quando comparamos o ligante obtido do docking e o do cristal em uma andlise gerada
pelo DockRMSD, obtivemos um RMSD de 6.0 A. A Figura 18 traz a sobreposigdo entre as

estruturas do atracamento (rosa) e do cristal (cinza) e € possivel avaliar que os ligantes mantém



61

semelhancas em relag@o as suas posigdes, porém com diferengas espaciais, que sdo atribuidas

ao elevado valor de RMSD.

Figura 18. Sobreposi¢do dos ligantes GDN do docking de CgGSTA1.2 (em rosa) e do cristal PDB:1VF3 (em

cinza), imagem realizada no UCSF Chimera.

O redocking do modelo cristalografico 1VF3 de G. gallus depositado no PDB foi
utilizado para validar a técnica de docking como uma forma de controle da andlise. O ligante
GDN foi retirado da estrutura do cristal e recolocado através do método de docking por meio
do SwissDock. O resultado alcangado teve em sua melhor pose um AG -11.78 kcal/mol e um
RMSD de 1.6 A obtido no DockRMSD. A Figura 19 mostra a sobreposigdo das estruturas para
oferecer uma melhor visualizagdo do resultado do DockRMSD, em rosa o redocking € em cinza

o cristal, gerada no UCSF Chimera.

Figura 19. Sobreposigdo dos ligantes GDN do redocking (em rosa) e do cristal PDB: 1VF3 (em cinza) imagem
realizada no UCSF Chimera.
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Outro potencial substrato para GSTs ja descrito com atividade em outros animais
estudados, foi testado in silico a fim de conhecermos a potencialidade de sua interagdo com a
isoforma estudada. As GSTs da classe alfa tém atividade de glutationa peroxidase
proporcionando protecdo contra o estresse oxidativo de produtos como o hidroperoxido de
cumeno (CHP) regulando suas concentragdes, atribuindo assim as GSTs dessa classe um carater
de defesa antioxidante (AWASTHI et al., 2004; SHARMA et al., 2004; YANG et al., 2001;
ZHAOQO et al., 1999).

O docking GSTA CHP foi realizado também pelo SwissDock determinando o espago
do bolsao de ligacdo, para deste modo limitar o nimero de tentativas de poses de encaixe. Como
nao foi possivel encontrar nenhum modelo cristalografico de CHP no banco de dados PDB para
aplicar como referéncia, o modelo 3D do ligante foi retirado do PubChem, banco de dados

publico de substancias quimicas.

Figura 20. Docking entre CgGSTA1.2 e o ligante hidroperdxido de cumeno (em cinza). Em evidéncia as cadeias

laterais dos aminoacidos envolvidos na interacdo: Y13, F14, Y214 ¢ 1215. Imagem obtida no UCSF Chimera.

O resultado do docking foi definido por meio do menor valor de AG -6.11 kcal/mol. A
Figura 20 traz a interacdo receptor-ligante evidenciando os aminoacidos mais proéximos ao
CHP, Y13, F14, Y214 ¢ 1215, que possivelmente sdo os residuos responsaveis pela interacao

entre o ligante e a proteina. Devido a falta de uma estrutura 3D para assumir como referéncia,
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ndo foi possivel calcular os valores de qualidade do docking como RMSD e redocking.
Contudo, por meio dessa andlise foi possivel inferir que a interagdo entre enzima substrato ¢
plausivel, devido a seus valores negativos de AG, o que corrobora os resultados in vitro onde

foi identificada a atividade de glutationa peroxidase para a rGSTA de C. gigas.
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4.2 IN VITRO

4.2.1 TRANSFORMACAO E EXPRESSAO

O processo de transformagdo envolve a absor¢do de DNA extracelular através da
membrana para dentro da célula (PANJA et al., 2008). O método executado para a
transformagdo de E. coli BL21 com o gene de C. gigas foi o choque térmico (CALVETE;
CASEIRO; SOUZA, 2015; FROGER; HALL, 2007). A eficiéncia da transformacgao foi
examinada por meio da observagdo dos meios de cultura realizados com a bactéria transformada
e com controles negativos utilizando a bactéria sem transformagao.

Para nos certificarmos de que ndo havia contaminagdes na sala de microbiologia e no
material utilizado, a cada avaliacao de crescimento bacteriano foram realizados controles para
garantia de que apenas as bactérias E. coli estavam sendo cultivadas. Na Figura 21A esta
apresentado o meio de cultura (LB) 4gar contendo os antibidticos cloranfenicol e ampicilina.
Com o intuito de realizar um controle negativo uma aliquota das bactérias competentes foi
inoculada na placa, com 0,5 pl de 4gua, ao invés de plasmideo. Como esperado, ndo foi
observado crescimento bacteriano contaminante.

Como forma de controle do desempenho dos antibioticos, a cepa de BL21 competente
transformada foi inoculada em placa de meio de cultura LB dgar sem antibioticos. Foi evidente
o crescimento bacteriano forrando a placa (Figura 21B). Esse resultado indicou a poténcia dos
antibidticos, uma vez que na auséncia deles todas as bactérias, com ou sem plasmideo,
conseguiram crescer forrando a placa. A cepa de BL21 transformada com o gene de interesse
foi inoculada em placa com LB 4gar com os antibidticos cloranfenicol e ampicilina (Figura
21C) formando coldnias isoladas, como o esperado.

Foi observada a presenga de UFC (unidades formadoras de colonia) demonstrando o
sucesso da técnica (PANJA et al., 2008). Devido a presenca do antibidtico ampicilina no meio
de cultura foi possivel garantir que o DNA plasmidial de interesse foi incorporado pelas
bactérias, pois este foi construido possuindo resisténcia ao antibidtico que estd presente no meio
de cultivo e as bactérias cresceram nestas condi¢des. As colonias contendo o gene CgGSTAI.2
foram utilizadas para a expressao da proteina alvo e o sedimento bacteriano foi utilizado para a

purificagao da proteina.
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Figura 21. A) Meio de cultura LB agar contendo antibidtico cloranfenicol e ampicilina sem BL21, controle
negativo. B) Placa contendo meio de cultura LB agar, sem antibidticos, com crescimento da bactéria BL21

transformada. C) Placa contendo meio de cultura LB agar com antibidticos cloranfenicol e ampicilina, com

crescimento de BL21 transformada com DNA plasmidial.

4.2.2 PURIFICACAO

A cromatografia ¢ um dos métodos mais comuns para a purificagdo de proteinas. A
cromatografia de afinidade por ions metalicos imobilizados (IMAC) separa as proteinas pela
sua capacidade de se ligar a um grupo quimico por afinidade (cromatografia de afinidade)
(BRESOLIN; MIRANDA; BUENO, 2009). Como a aplicagdo da técnica de DNA
recombinante na constru¢ao do plasmideo foi incorporada uma cauda na proteina de dez
histidinas na por¢do N-terminal (LOUGHRAN; BREE; WALLS, 2016). Logo foi possivel
realizar a purificagdo da proteina por cromatografia de afinidade utilizando uma coluna de
niquel (GE Healthcare HisTrap HP) em AKTA purifier (BORNHORST; FALKE, 2000). A
cauda possui um tamanho pequeno (~2 kDa) e raramente interfere na estrutura e fungdo da
proteina e por este motivo ndo foi retirada (KAUR; KUMAR; KAUR, 2018). A proteina de
interesse foi eluida da coluna de niquel por competi¢do com imidazol. Onde o tampao B foi
adicionado de forma crescente até a proteina ser eluida da coluna, o que aconteceu com

aproximadamente 350 mM de imidazol no sistema de purificagcdo (Figura 22).
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Figura 22. Cromatograma da purificagdo da proteina rGSTA1.2 em FPLC - AKTA. Em azul est4 apresentada a
leitura UV das proteinas, as inje¢des da amostra em rosa, a concentracdo do tampao B contendo imidazol em

verde e as fracdes coletadas das amostras em vermelho. Os picos de elui¢do da proteina se encontram nas fragdes
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O cromatograma mostra os picos de leitura de luz UV (280 nm) evidenciados quando
uma proteina passa pelo leitor. Em verde ¢ possivel avaliar a concentragdo do tampao B que
contém imidazol. O processo foi realizado com duas inje¢des de Sml de amostra contando com
um pico de eluigdo da amostra nas fra¢des coletadas de nimero 12 a 14. O pico que se refere a
fracdo 13 foi utilizado para a didlise e teve suas proteinas totais quantificadas pelo método de
Bradford e obteve um valor de 0,372 ug/ul de proteina.

As fragdes coletadas durante a purificagdo foram avaliadas por SDS-PAGE (Figura 23).
No gel constam os marcadores moleculares unstained e rainbow, as fragdes iniciais da

purificacdo (fracdo 2 e 5) que sdo provavelmente formadas de proteinas inespecificas que
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passam direto pela coluna e t€ém diversos tamanhos. Com o aumento da concentracdao de
imidazol, ao longo da purificagdo, a proteina foi eluida da coluna de niquel e € possivel observar
no gel de eletroforese a proteina recombinante pura CgGSTA1.2 comegando a aparecer nas
fragdes 10 até a 14 aparecendo em uma banda especifica com aproximadamente 28 kDa como

se espera para a proteina mais a cauda de histidinas.

Figura 23. SDS-PAGE das fragdes de purificagdo da proteina rGSTA1.2. Da esquerda para a direita marcador
molecular unstained; marcador molecular rainbow; fragdo 14; fracdo 13; fragdo 12; fra¢do 11; fragdo 10; fragao

5 e fracdo 2, gel corado com azul de coomassie, em destaque vermelho rGSTA purificada.
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4.2.3 DIALISE E QUANTIFICACAO DA PROTEINA

Ap0s a purificagdo da proteina recombinante, foi realizada a didlise para a retirada do
imidazol, pois este composto pode interferir nos testes cinéticos. A dialise seguiu através da
troca de tampao por difusdo seletiva utilizando uma membrana semipermeavel. Sao utilizadas
membranas especificas com poros de tamanhos definidos que permitem a passagem seletiva
dos tampdes atingindo equilibrio de concentragdo sem perder a proteina (ANDREW; TITUS;
ZUMSTEIN, 2001; PESARRODONA; UNZUETA; VAZQUEZ, 2014).

A amostra utilizada foi a de maior concentragdo e pureza, (fracao 13) verificada pelo

gel de eletroforese. A didlise foi realizada por meio do kit PlusOne Mini Dialysis (GE



68

Healthcare). A primeira tentativa de didlise foi realizada com o mesmo tampao A da
purificacdo, contudo utilizando esse protocolo a proteina acabou precipitando no tubo. Na
segunda tentativa foi utilizado o tampao A com modificagdes na concentragdo de NaCl de 250
mM para 350 mM, para que se aproximasse a concentracdo de imidazol da proteina
recombinante. Utilizando esse protocolo foi possivel realizar a troca de tampao retirando o
imidazol sem perder a proteina. Apds a didlise a proteina foi quantificada sem dilui¢des e a
concentracgao resultante foi de 0,372 pg/ul de proteina. O branco foi realizado com o tampao da

segunda troca da dialise.

4.2.4 CINETICA

Testes com substratos conhecidos de GST foram utilizados em ensaios para caracterizar
funcionalmente a enzima. Um evento caracteristico no mecanismo das GSTs ¢ a desprotonacao
do grupo tiol da GSH e formagdo do anion GS-, que entdo reage com o substrato eletrofilico
aromatico (GILDENHUYS et al., 2010). Os compostos eletrofilicos podem entrar no
organismo de forma exogena, ou serem produzidos endogenamente. Pesticidas,
prostaglandinas, agentes cancerigenos e quimioterapicos sdo alguns dos substratos potenciais
para reagdes de conjugacdo de glutationa tornando-os mais soluveis e de facil excregdo
(HAYES; FLANAGAN; JOWSEY, 2005).

O primeiro ensaio espectrofotométrico que mede a atividade de GST foi desenvolvido
por Habig et al. (1974), usando CDNB como substrato. O produto da conjugacao entre GSH +
CDNB apresenta absor¢do de luz no comprimento de onda de 340 nm (ROBIN; ANSARI;
UPPUGUNDURI, 2020). O CDNB ¢ o substrato mais comumente utilizados, denominado
como generalista, pois tem atividade com diversas classes de GSTs, por esse motivo o ensaio €
usualmente chamado de quantificacdo de GST total (MANNERVIK; JEMTH, 2002). Assim, a
fim de confirmar a funcionalidade da enzima sintetizada e comprovar sua classificagdo como
uma GST, sua atividade cinética foi avaliada. O primeiro substrato testado foi o CDNB. Foram
elaborados testes com diferentes concentracdes de amostra, aplicando 1 pl, 2,5 ul e 5 pl de
proteina recombinante, pura e dialisada junto ao substrato CDNB 1 mM e GSH 1 mM (Tabela
5) e foram obtidos valores de 633,02, 641,37 e 654,53 pmol/min/mg de proteina

respectivamente.
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Tabela 5. Valores de atividade de glutationa transferase com substrato CDNB em diferentes concentragdes de

proteina recombinante, resultados em pmol/min/mg de proteina.

1pl 2,5 nl Spl
633,02 641,37 654,53

Para que os valores obtidos possam ser mais bem compreendidos e que possamos tragar
um paralelo, foi realizada a Tabela 6 com os valores de atividade retirados da literatura para
GSTs da classe alfa de diferentes organismos com o substrato CDNB, também testados por
meio de expressdo heteréloga da proteina. Observa-se que os valores encontrados pelos
experimentos realizados ndo se parecem entre os organismos apresentados, pois sdo bastante
distintos entre si, contudo ¢ possivel assim obter um range de valores disponiveis ja publicados

que vao de 380 para Pleuronectes platessa a 1,67 pmol/min/mg para Meleagris Gallopavo.

Tabela 6. Valores de atividade de GST com substrato CDNB em diferentes organismos, dados retirados da

literatura, resultados em pmol/min/mg de proteina.

e T
8 CDNB referéncia
Pleuronectes 380 MARTINEZ-LARA; LEAVER; GEORGE,
GSTAI :
platessa umol/min/mg 2002
orco GSTAI-1 135 FEDULOVA; RAFFALLI-MATHIEU;

p pumol/min/mg MANNERVIK, 2011

. 9,64
Pagrus major  GSTAI umol/min/mg KONISHI et al., 2005

5.20

CENFIE GSTA3-3 || mol/min/mg | LINDSTROM et al., 2018
Meleagris 1,67
Gallopavo GSTAI-1 pmol/min/mg KIM et al., 2011

Como analise adicional, além da atividade, foi realizada uma curva de saturagdo para
determinar o kn € Vma relativos ao CDNB (JOHNSON, 2013). O substrato foi utilizado no
ensaio em concentragdes crescentes de 0,0014 - 2,5 mM, juntamente com uma concentragao
final fixa de GSH (5 mM e 2,5 mM) a 5% de etanol e 2,7 ul de proteina (1pg) rGSTA. O
primeiro teste (Figura 24) foi realizado seguindo parametros internos do laboratério LABCAI
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utilizando 2,5 mM final de GSH no ensaio. Contudo, por meio desse protocolo ndo foi possivel
atingir a saturacdo da enzima que na concentracdo maxima do substrato ainda se encontra na
fase exponencial no grafico. Quando os resultados foram analisados no GraphPad Prism os
dados de Michaelis-Mentem foram reportados como ambiguos apresentando valores de kn ~383
€ Vmax de ~255489. Quando a concentragdo do substrato aumenta, a reacao da enzima também
aumenta, até que todos os seus sitios ativos estejam ocupados, ou seja, quando toda a enzima
presente estiver complexada com o substrato - ES. Nesse caso a adigao de mais substrato nao
muda a taxa da reacdo, quando ela atinge o seu platd. Essa regido de Vo tipo platd esta proxima
a velocidade maxima, Vmax, € 0 km € a constante de Michaelis-Menten, reflete metade do valor
de Vimax (BISSWANGER, 2014; JOHNSON; GOODY, 2011; NELSON; COX, 2014). Em
condigdes saturantes a velocidade da reagao € proporcional a quantidade de proteina, mas para
isso acontecer ¢ necessaria uma concentracdo de substrato muitas vezes maior que a

concentragdo da proteina, de acordo com o valor de ki, para cada enzima (WILKINSON, 1971).

Figura 24. Curva de saturacdo do substrato CDNB em concentragdo crescente de 0,0014 - 2,5mM com GSH em

concentragdo fixa de 2,5 mM.
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Entdo foi executada uma segunda tentativa com os parametros do ensaio baseados em

estudos prévios de GSTs alfa de animais vertebrados encontrados na literatura (FEDULOVA;
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RAFFALLI-MATHIEU; MANNERVIK, 2011; LINDSTROM et al., 2018) utilizando 5 mM
final de GSH nas mesmas concentragdes crescentes de CDNB. Nessas condigdes de ensaio foi
possivel obter resultados cinéticos em valores de ki (5,627 mM) € Viax (6547 pmol/min/mg de

proteina) com auxilio do software GraphPad Prism 9 (Figura 25).

Figura 25. Curva de saturacdo do substrato CDNB com concentracdo crescente de 0,0014 - 2,5 mM e

concentragdo fixa de GSH 5 mM.
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Porém, se considerarmos que a concentragao de substrato nos experimentos deve ser de
5-10 vezes o valor do kn (BISSWANGER, 2014; WILKINSON, 1971) entdo seria necessaria
uma concentracdo entre 25 - 50 mM de CDNB, segundo o valor de ky, alcangado, para atingir a
fase estaciondria com a enzima recombinante de ostra, o que acabaria sendo impraticavel in
vitro. Para melhor compreensao dessa analise seriam necessarios estudos de padronizagdo com
a avalia¢do de cada um dos parametros da reagdo, concentracdes dos reagentes, temperatura e
pH, por exemplo.

A fim de observar dados ja apresentados em publicagdes foi construida a Tabela 7 que
demonstra os valores de kn para diferentes organismos utilizando o substrato CDNB em
concentragdo crescente € a GSH em concentragdo fixa, onde sdo visualizados valores de 6,8 a

mM a 200 umol de variagdo de kn em diferentes animais.
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Tabela 7. Valores de km com substrato CDNB para diferentes organismos.

organismos isoforma  atividade referéncia
Pleuronectes
platessa GSTAl-1 Km=6,8mM MARTINEZ-LARA; LEAVER; GEORGE, 2002
Pagrus
major GSTALI Km=133mM KONISHI et al., 2005
cavalo GSSTA3-3 Km= 1490 umol LINDSTROM et al., 2018
FEDULOVA; RAFFALLI-MATHIEU; MANNERVIK,
porco GSTAI-1 Km=200 umol 2011

Para determinar o kn € Vmax relativos a GSH foi realizada uma curva de saturagao com
concentragdes crescentes de GSH (0,0048 - 5 mM) na presenca de uma concentracao fixa de
CDNB (2,5 mM) com 1pg de proteina recombinante (2,7 ul). Os valores obtidos foram de kn:
0,2464 mM e de Vuma: 1774 pmol/min/mg de proteina. Sendo o valor de ki, obtido se
aproximando dos valores encontrados na literatura para GSTA1-1 de Pleuronectes platessa
com um ky, igual a 0,6 mM e para Pagrus major um valor de kn = 0,40 mM (KONISHI et al.,
2005; MARTINEZ-LARA; LEAVER; GEORGE, 2002).

Figura 26. Curva de saturacdo de GSH com concentragdo crescente de 0,0048 a 5 mM e CDNB 2,5 mM.

Curva GSH com 2,5mM de CDNB
2000-

1500 -

1000 -

500

Hmol/min/mg de proteina

GSH (mM)



73

Os resultados foram obtidos por regressdao ndo-linear ajustados ao modelo de Michaelis-
Menten. Neste modelo a concentragdo de substrato nos ensaios deve ser de 5-10 vezes o valor
do kn (BISSWANGER, 2014; WILKINSON, 1971), logo a concentragdo de substrato 10 vezes
maior ao ki € o proprio valor utilizado para a curva de saturagdo (2,5 mM), que satisfez os
parametros para executar a hipérbole observada na Figura 26.

Além da relevancia do CDNB, substrato bastante utilizado para a determinar a atividade
de glutationa transferase, a classe alfa possui outros tipos de atividades conhecidas. Uma delas
¢ a de glutationa peroxidase, o que propde que essas enzimas possuam a capacidade de atuar na
prote¢do contra a peroxidagao lipidica (MANNERVIK; JEMTH, 2002; YANG et al., 2001).

A rGSTA sintetizada funcionou como uma glutationa peroxidase independente de
selénio com uma atividade com hidroperéxido de cumeno, onde o consumo do NADPH foi
monitorado espectrofotometricamente a 340 nm. Essa atividade se d4 por meio da degradagao
do hidroperéxido com a doagao de elétrons da GSH. Porém para manter a GSH reduzida durante
o processo de catalise, a glutationa redutase (GR) catalisa a oxidagdo do NADPH a NADP+
pela transformacdo de glutationa dissulfidica (GSSG) em sua forma reduzida (GSH)
(AWASHI, 2006; PETTERSSON; JOHANSSON; MANNERVIK, 2002; YANG et al., 2001).

O primeiro teste de atividade foi feito com a concentragao de 1,5 mM de CHP onde foi
observada diferenca de atividade da proteina em relagdo ao branco. Para evidenciar os
resultados, um segundo teste foi realizado na concentragdo de 3 mM de CHP onde também se
observou diferenga de absorbancia em relacdo ao branco da amostra. Os valores da cinética
enzimatica estdo apresentados na Tabela 8 que para 1,5 mM de substrato a atividade foi de
113,37 pmol/min/mg de proteina e com 3 mM de CHP a atividade foi de 163,90 pmol/min/mg

de proteina.

Tabela 8. Valores cinéticos para atividade de glutationa peroxidase com substrato CHP, resultados em

umol/min/mg de proteina.

1,5 mM CHP 3 mM CHP
113,37 163,90

Os valores obtidos de atividade com o substrato CHP de C. gigas foram comparados a

dados da literatura e a Tabela 9 traz a atividade cinética de publicacdes a fim de tracar um range
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para diferentes organismos, pelo mesmo método de expressao heterdloga. Onde Pleuronectes
platessa apresentou um valor de atividade de 25,8 umol/min/mg e ja em perus Meleagris

Gallopavo esse valor foi de 0,45 pmol/min/mg.

Tabela 9. Atividade literatura para o substrato CHP.

organismos isoforma atividade referéncia
Pleuronectes 25,8
platessa GSTAI umol/min/mg  MARTINEZ-LARA; LEAVER; GEORGE, 2002
3,9 FEDULOVA; RAFFALLI-MATHIEU; MANNERVIK,
Porco GSTAI-1 pmol/min/mg 2011
1,85
Cavalo GSTA3-3  umol/min/mg  LINDSTROM et al., 2018
Meleagris 0,45

Gallopavo GSTAI-1 pmol/min/mg KIM etal., 2011

Figura 27. Curva de saturacdo de CHP com concentragdo crescente de 0,25 a 32 mM.

Curva CHP
2000-

1500

pmol/min/mg de proteina

CHP (mM)

Além da atividade de glutationa peroxidase com o substrato hidroperéxido de cumeno,
foi possivel estimar valores de km € Vimax por meio de uma curva de saturacao (Figura 27). Foram
utilizadas concentragdes crescentes de CHP (0,25 - 32 mM) em concentragdes fixas das demais
substancias da reagdo. Os resultados obtidos dessa analise foram de uma V. de 3138
pmol/min/mg de proteina e um k,, de 61,15 mM. Nao se aproximando ao valor encontrado de
km = 39 uM para GSTAI1 analisada em porcos (FEDULOVA; RAFFALLI-MATHIEU;
MANNERVIK, 2011).
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Se considerarmos as condi¢des descritas por Wilkinson, (1971) que ao elaborar um
ensaio enzimatico € conveniente utilizar concentragdes de substrato cerca de 5 a 10 vezes 0 K,
entao seria necessaria uma concentragao de pelo menos 300 mM de CHP para ocorrer saturagao.
E possivel que a enzima possua uma baixa afinidade por esse substrato e a isso se confere esse
valor alto de substrato necessario para ocorrer a aproximacao da V.. Ainda, para que fosse
possivel descobrir mais detalhes sobre cada substrato testado, sua atividade e valores de ki
Vmax €m diferentes condigdes, seria necessario um estudo de padroniza¢ao onde cada substancia
do ensaio tivesse suas concentracdes testadas e avaliadas. Além disso, para que fosse possivel
desvendar um substrato que tenha alta especificidade pela enzima recombinante produzida,
seriam necessarios mais testes in vitro com diferentes tipos de substratos ja descritos na

literatura.
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5. CONCLUSOES

Esse estudo mostrou que a sequéncia de GST alfa de C. gigas identificada em andlises
anteriores do LABCAI, quando alinhada as de outras espécies apresentou uma maior
conservagao na regido N-terminal do que na regido C-terminal, como descrito em GSTs de
animais vertebrados. Além disso, apresenta os aminoacidos conhecidos da regido BPa
envolvidos na interagdo com a GSH conservados em quase todas as espécies avaliadas.

O modelo tridimensional para CgGSTA foi construido utilizando o software online 1-
TASSER, onde foi obtida uma estrutura com topologia e qualidade avaliada por diferentes
metodologias garantindo sua precisdo, com poucos desvios quando comparadas com estruturas
experimentais depositadas em bancos de dados publicos. A forma dimérica do modelo foi
construida foi considerada apropriada.

O docking molecular foi processado no programa online SwissDock com os ligantes
GSH, CDNB e CHP. O docking com a glutationa reduzida disp0s de resultados com o ligante
dentro do bolsdo de ligacdo de acordo com o esperado e encontrado em estruturas
experimentais. As interagdes proteina/ligante foram avaliadas em apresentacdo 2D pelo
software LigPlot, onde foram observadas interagdes com os residuos de aminoacidos esperados,
descritos na literatura.

Para a posi¢do de atracamento com o ligante GSH foi obtido um valor de AG de -7
kcal/mol que indica que a interagdo € provavel de acontecer e ndo se afasta do valor para o
redocking utilizando o modelo cristalografico PDB:1VF1 que foi um de AG de -10 kcal/mol.
J& para o atracamento com o ligante CDNB foram obtidos resultados de AG do docking (-8
kcal/mol) e do redocking (-11 kcal/mol) indicando uma afinidade entre a proteina e o ligante.
O docking com o hidroperdxido de cumeno a melhor interagdo GST/CHP teve um valor de AG
-6.11 kcal/mol.

Na parte dos experimentos in vitro, o vetor de expressao foi transformado em bactérias
E. coli cepa BL21 (DE3) pLysS pelo método de choque térmico e a expressao da proteina foi
induzida por adi¢do de IPTG ao meio apds 3 horas de cultivo. O sedimento bacteriano foi
purificado com sucesso por cromatografia de afinidade de metal imobilizado utilizando coluna
de niquel. O sucesso da purifica¢do foi avaliado por SDS PAGE onde foi visualizada apenas
uma banda no tamanho molecular de acordo com o esperado para GSTA garantindo assim a

sua purificagdo. A proteina purificada passou pelo processo de didlise para retirada de imidazol.
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Por meio de testes cinéticos foi possivel comprovar que a enzima CgGSTA sintetizada
por este estudo ¢ funcional e apresentou atividade com os substratos CDNB e CHP. O teste de
atividade de glutationa transferase com CDNB e a enzima recombinante foi realizado
demonstrando valores diferentes do branco. Na avaliagao cinética de Michaelis-Menten, a curva
de saturagao com substrato CDNB em concentracao crescente € uma concentragao fixa de GSH
foi possivel de ser alcancada quando utilizado 5 mM de GSH. A curva de saturagdo com
concentracoes crescentes de GSH e uma concentracao fixa de CDNB foi realizada ¢ os valores
de km € Vma foram alcangados. A enzima rGSTA de ostra C. gigas mostrou atividade de
glutationa peroxidase no teste realizado utilizando o substrato hidroperdxido de cumeno, e além
disso, foi possivel calcular os valores de ky, € Vimax €m um ensaio com curva cinética aumentando
a quantidade de substrato (CHP).

Como perspectivas, o estudo abre a possibilidade da realizagdo de mais testes cinéticos
a fim de caracterizar a enzima e avaliar diferentes tipos de substratos descritos com atividade

para as GST.
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APENDICE A

ANALISES DE BIOINFORMATICA COMPLEMENTARES

Em estudos prévios realizados no LABCAI foram identificadas 24 sequéncias de GSTs
para ostra do Pacifico C. gigas. Este trabalho possui énfase na caracterizagdo da classe alfa
isoforma 1.2, porém de forma adicional, foram realizadas analises de bioinformatica para todas
as sequéncias citosolicas classificadas.

Foram executadas predi¢cdes dos modelos tridimensionais e de docking molecular para
as sequéncias de GSTs citosolicas. Dezesseis isoformas da enzima foram analisadas de forma
in silico, sendo elas: da classe alfa a GSTAI.1; classe delta GSTD; classe kappa GSTK; classe
mi GSTM1.1, GSTM1.2; classe 6mega GSTO1, GSTO2.2; classe pi GSTP1.1, GSTP1.2; classe
rho GSTR1.1, GSTR1.2; classe sigma GSTS1, GSTS2; clase teta GSTT1, GSTT2.1, GSTT2.2.
Ainda h4d mais uma isoforma da classe dmega, CgGSTO2.1, porém como esta ja foi
caracterizada estrutural e funcionalmente de forma especifica no estudo de Vilas-Bdas, (2022),
ndo consta nesta andlise.

As sequéncias tiveram seu modelo 3D construido pelo I-TASSER por meio de sua
sequéncia de aminoacidos. Da mesma forma que para a isoforma GSTA1.2 jé relatada, todas as
enzimas do estudo tiveram seus modelos construidos em forma de monomeros e por este motivo
foi necessario a realizagdo do docking proteina-proteina pela ferramenta HADDOCK para obter
suas formas diméricas (Figura 1). A qualidade da topologia das estruturas foi verificada através
da comparagdo com estruturas referéncia depositadas no PDB. Além disso, foram avaliados os
valores de C-score e TM-score, RMSD e HADDOCK Score, que os programas de modelagem
e docking fornecem para a escolha do melhor resultado gerado por elas.

Na Figura 1 € possivel observar as caracteristicas especiais de topologia para cada classe
e isoformas com suas diferentes composicdes de estrutura em folhas B e a hélices. Como, por
exemplo, quando comparamos a estrutura da GST kappa com a proteina da GST teta 2.2 que
possuem uma caracteristica ampla parecida, porém com suas peculiaridades de formagdo das

estruturas secundarias, tornando a sua conformacao claramente diferente.
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Figura 1. Modelos tridimensionais construidos para as GSTs identificadas de ostras do
Pacifico C. gigas, isoformas: GSTA1.1, GSTD, GSTK, GSTM1.1, GSTM1.2, GSTO 1,
GSTO2.2, GSTP1.1, GSTP1.2, GSTRI1.1, GSTR1.2, GSTS1, GTS2, GSTT1, GSTT2.1,

GSTT2.2.

GSTAl.1

&
GSTRI1.1
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GSTT2.1

Os modelos construidos passaram entdo pela predicao da posi¢do de encaixe com o
ligante, a molécula de glutationa reduzida (GSH). Os dockings foram realizados pelo programa
online SwissDock. O ligante utilizado na técnica, GSH, foi retirado do banco de dados de
proteinas PDB. Para realizar a delimitacdo da caixa de atracamento, bem como para interpretar
os resultados, foram pesquisados os principais residuos de aminodcidos envolvidos na interagao
e estabilizacdo do ligante no bolsao de ligacao. Na Tabela 1 estdo descritos esses aminoacidos
conhecidos na literatura pelo envolvimento da GST com a GSH. Esses residuos especificos
presentes no sitio catalitico sdo um dos critérios que ajudam a classificar as GSTs dentro de
suas classes (AWASTHI, 2006; FROVA, 2006). As isoformas das classes alfa, mi, pi e sigma
possuem um residuo de tirosina na sua regiao de estabilizacdo da GSH, além da arginina 15
para as enzimas da classe alfa, que fazem uma interagdo adicional no sitio ativo. As classes teta,
delta e rho possuem uma serina e ja na classe 6mega ¢ encontrado um residuo de cisteina para

estabilizar o grupo tiol da GSH (AWASTHI, 2006; BOARD et al., 2000; OAKLEY, 2011).
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Tabela 1. Aminoacidos das classes de GSTs envolvidos na interagdo com a GSH.

Classes Motivo Bpa Regido de estabilizacio
Teta Glutamato e Serina Serina
Omega Glutamato e Serina Cisteina
Delta Glutamato e Serina Serina
Rho Glutamato e Serina Serina
Sigma Glutamina e Serina Tirosina
Mi Glutamina e Serina Tirosina
Pi Glutamina e Serina Tirosina
Alfa Glutamina e Treonina| Tirosina + arginina

Os dockings (Figura 2) realizados pelo SwissDock com a molécula de GSH tiveram
seus resultados selecionados segundo a proximidade com os aminoacidos da Tabela 1 e pela
similaridade com estruturas cristalograficas de referéncia para cada classe que foram

selecionadas por identidade contra o banco de dados PDB.

Figura 2. Docking molecular das 16 isoformas citosdlicas de GSTs de C. gigas (em rosa) com

a molécula de glutationa reduzida GSH (em cinza) e em destaque estdo as cadeias laterais dos

residuos de aminoacidos envolvidos na interagao.
GSTAL.1 GSTD
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GSTS2.1 GSTT2.2

Além dos parametros de proximidade com a estrutura cristalografica e com os
aminodcidos conhecidos para cada classe descritos na tabela 1, os dockings tiveram seus
resultados selecionados também através dos valores de AG, descritos na tabela 2. E possivel
constatar que os valores obtidos sdo negativos, o que sugere que as interagdes entre as GSTs e
o ligante (GSH) s30 espontaneas, ¢ assim, sdo possiveis de acontecer. Além disso, possuem
valores de AG proximos aos obtidos para CgGSTA1.2 (-7,17 kcal/mol) caracterizada neste

estudo.

Tabela 2. Valores de AG dos dockings entre as diferentes classes de GSTs citosolicas contra o
ligante GSH.

AG (GSH) em
Isoforma kcal/mol
GSTA 1.1 -6.9
GSTD -5.93
GSTK -6.8

GSTM1.2 -6.4
GSTMI1.1 -7.6
GSTO 1 -6.98
GSTO 2.2 -6.9
GSTP 1.1 -7.1
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GSTP 1.2 -7.2
GSTR 1.1 -6.8
GSTR 1.2 -7.12

GSTS 1 -7.8
GSTS 2 -6.5
GSTT 1 -7.2

GSTT 2.1 -8.0
GSTT 2.2 -8.2

Essas andlises, quando corroboradas as andlises de transcri¢do génica ja realizadas
(DECONTO, 2019), e futuras andlises in vitro complementares de avaliagdo de ligantes
proteicos, contribuem para a consolidagdo da classifica¢do estrutural da familia das GSTs de
Crassostrea gigas e facilitardo a escolha e uso de isoformas especificas de Glutationa S-
transferases em estudos ecotoxicologicos, além de estudos mais especificos acerca da fisiologia

e biologia dos organismos bivalves.
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