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RESUMO

Neste trabalho estudamos trés modelos que repaeseatacdes biologicas que
envolvem: (1) Imunidade adaptativa, através dedestlestruturais e de interacdo
antigeno-anticorpo de um alergeno chamado de Art (2) Imunidade inata, com a
caracterizagdo de proteinas da familia das Defasigpeptideos antimicrobianos) de
cana-de-acucar; e (3) Simbiose, através do estedonth hemoglobina da bactéria
fixadora de nitrogéniblerbaspirillum seropedicague infecta plantas. Nos artigos 1 e 2
mostramos 0s estudos da estrutura e dinamica dyeate Art v 1 em solucéo. O Art v
1 é uma proteina com dois dominios, um homologeefandinas e outro rico em
prolinas, sendo o principal causador de reacdegiedd devido a polen dertemisia
vulgaris. A estrutura deste alergeno apresentou um enovetanipico de defensinas
de planta. Mostramos que parte do dominio rico emlinas apresenta uma estrutura
definida, com uma dindmica intermediaria entre@asgdes mais flexiveis (C-terminal) e
o dominio defensina. Além disso, mapeamos o epitiépigacio a IgE que mostrou-se
descontinuo formado principalmente por porcdesriviiteal e préximas a regido de
ligacdo entre os dominios. Através de experimetos a proteina nativa (glicosilada)
mostramos que as diferencas estruturais entre iganata recombinante residem
basicamente em prolinas, mas também afetam pordéesdominio defensina.
Acreditamos que os dados apresentados para esgjeralepodem ser usados para o
desenvolvimento de vacinas hipoalergénicas. Ng@®@i analisamos ORFs, buscando
novas defensinas no genoma de cana-de-acUcar. #msoas putativas foram
subclonadas e caracterizadas. Algumas destas oeferfSD1, SD3 e SD5) mostraram-
se ativas contra fungos. A caracterizacdo estiuhaseada em RMN e Dicroismo
Circular mostrou estruturas compativeis com o elaovento de Defensinas. Através de
analise filogenética, sugerimos que estas defemgindem ser agrupadas junto com
outras defensinas da familia Poaceae e da triborofndoneae. Estas relacdes
evolutivas podem ser usadas como um procedimenpreatkcdo e anotacdo de novas
defensinas em genomas agrupando-as em classeivaspara ajudar na investigacéo
de suas funcgBes biolégicas. O artigo 4 caractarima hemoglobina que pode estar
relacionada a interagdo simbiotica da bactétgbaspirillum seropedicae plantas
comumente cultivadas no Brasil. A caracteriza¢c&iadaova hemoglobina indica que
esta hemoglobina apresenta uma transicdo da fogonareet, no estado férrico, para
uma forma hexacoordenada low-spin no estado feri@sacordo com nossos dados,
as posicdes Ser-E7, Lys-E10, Tyr-B10 e His-CD1 olgdw distal sdo candidatas a
coordenacdo do heme. Através da cinética de degiiadte peroxido sugerimos que 0
acesso do heme ao bol¢édo de ligacdo é bastanli¢éatirie pode estar relacionado a
presenca de um loop flexivel na trHb1. Acreditamos esta hemoglobina pode atuar
como facilitadora da transferéncia e varredura ded@sempenhando um processo
importante no mecanismo de fixagcdo de nitrogénmeditamos que os dados gerados
nesta tese sdo de grande importancia biomédicatecholdgica e, também, podem
contribuir para o desenvolvimento de novas linhagrdbalho na area de Ressonancia
Magnética Nuclear no pais.



ABSTRACT

Three models were explored in this work, involvirilj) Adaptive Immunity, through
structural studies of Art v 1 allergen; (2) Inn&tamunity, with the characterization of defensin
proteins (antimicrobial peptides) from Sugarcame] é3) Symbiosis, studying an hemoglobin
from nitrogen-fixing bacteri&lerbaspirillum seropedicaavhich infects cultivated plants.

In the first part of this work we showed the staretand dynamics of the allergen Art v
1 by NMR. The Art v 1 is a two-domain protein, aofethem homologous to defensin and the
second one, a proline-rich domain. This is the majlergen found in pollen froMrtemisia
vulgaris The 3D structure is formed by a3 plant defensin fold. We showed that part of
proline-rich domain presents a constrained strectwith an intermediate dynamics between the
most flexible C-terminal and the defensin domaimtirermore, we mapped the IgE epitope that
Is constituted mainly by the N-terminal and by desis around the intermediate region. We
believe these data will be useful in the develogméhypoallergen vaccines.

In the second part of the work, we analyzed sev@R#rs from Sugarcane genome. Six
putative defensins (Sd1-6) were selected, andigctgsays showed that recombinant Sd1, Sd3
and Sd5 are active against fungi. Structural chieraation, based on circular dichroism (CD)
and nuclear magnetic resonance (NMR) spectroscopwexd that the structures of these Sds
were compatible witl/p defensin fold. Phylogenetic analysis revealed shigarcane defensins
could clearly be grouped within defensins from R@acfamily and Andropogoneae tribe. Our
work demonstrates that defensins show strong ceaisen in the Poaceae family and may
indicate that the same conservation occurs in othmrilies. We suggest that evolutionary
relationships within plant families can be usedaaprocedure to predict and annotate new
defensins in genomes and group them in evolutiodasses to help in the investigation of their
biological function.

The third part shows the characterization of a dated hemoglobin from
Herbaspirillum seropedicagenome that may be involved in a symbiotic refegfop between
the bacteria and cultivated plants in Brazil. Aktal suggest that Hs-trHbl undergoes a
transition from an aquomet form in the ferric stidea hexacoordinate low-spin form in the
ferrous state. The close positions of Ser-E7, LY8;ETyr-B10, and His-CD1 in the distal
pocket place them as candidates for heme coordmadnd ligand regulation. Peroxide
degradation kinetics suggests an easy access thethe pocket, as the protein offered no
protection against peroxide degradation when coetpavith free heme. The high solvent
exposure of the heme may be due to the presenaeflekible loop in the access pocket, as
suggested by a structural model obtained by usimmofogous globins as templates. The
truncated hemoglobin described here has uniquarsatamong truncated hemoglobins and
may function in the facilitation of Otransfer and scavenging, playing an important ioléhe
nitrogen-fixation mechanism.
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1. CONTEXTO BIOLOGICO

Os mecanismos bioquimicos de interacdo entre migangsmos e hospedeiros,
sejam relacionados a percepcdo do ambiente, aagater de superficie ou a
comunicacdo, sdo frequentemente encontrados em gepa® humanos,
microorganismos comensais e mutualistas (Dethleédeal., 2007; Hancock, 2001;
Zilber-Rosenberg | et al., 2008). Esta complexa wupacdo envolve diversas
moléculas, cujo estudo é de grande importancia pa@mpreensao destes fendbmenos
biologicos e também para a elucidacdo de mecanigmesfuturamente possam ser
utilizados para o desenvolvimento de terapias aoditrersas patologias (Aerts et al.,
2008; Hancock, 2001).

A biologia estrutural, que tém de forma bem suaediddado a explicar muitos
processos celulares, sugere que a estrutura tndioreal de macromoléculas esta
diretamente relacionada com sua funcéo e, portantmnhecimento de sua estrutura
3D, possui um papel importante na compreenséao aléusgéo bioldgica (Zhang, Y et
al., 2007). A técnica de Ressonancia Magnéticaddugermite estudos estruturais em
solucdo capazes de elucidar ndo so a estrutunaridional de macromoléculas, como
também a dindmica e interagcbes entre elas. Sesslm,aconstitui uma excelente

ferramenta para estudos bioquimicos.

Neste trabalho trataremos de trés sistemas biai®gjoe envolvem relacdes de
defesa imune adaptativa, defesa imune inata ededagimbidticas. O primeiro deles
trata de uma molécula encontrada no pdlen de uamaptio génerdrtemisiacapaz de
provocar um processo complexo de defesa imunologias € um alergeno.
Coincidentemente este alergeno apresenta caréicEsisestruturais tipicas de
moléculas de defesa chamadas defensinas, respmnpaveuma imunidade inata. O
tema defensinas sera abordado como o0 segundo a&isteimlogico onde
caracterizaremos diversas moléculas de cana-dewagdor fim, abordaremos o tema
simbiose através da caracterizacdo de uma prgbent@ncente a uma nova familia de
hemoglobinas encontrada em uma bactéria chardadaaspirilum seropedicague

infecta plantas em um processo cooperativo dedxae nitrogénio.

1.1 Alergenos: correlacdes entre estrutura e mecamo de acao



As alergias sdo reacOes de hipersensibilidade nesliapelo sistema
imunoldgico que podem afetar diversos 6rgdos, coamiena pele, vias aéreas e 0
intestino (Traidl —Hoffmann et al. 2008). O ternadeigia” foi usado pela primeira vez
por Clemens von Pirquet em 1906 para chamar adiem@ma propensao ndo usual
que alguns individuos tinham em desenvolver sirgisintomas de reacfes de
hipersensibilidade a algumas substancias. Frequente as alergias sdo também
chamadas de atopicas (do gregopos= sem um lugar) (Galli et al., 2008). A grande
maioria das reacOes alérgicas é causada por msté@hapman et al., 2007). Uma
proteina pode ser considerada um alergeno quandssespar duas propriedades:
primeiro, a de induzir uma resposta produzindo (@&unoglobulina do tipo E),
envolvendo a fase de sensibilizacdo de célulaselljas B e células dendriticas; e,
segundo, a de desenvolver uma resposta clinicaxposiedes subsequentes (Akdis,
2006).

A nomenclatura adotada pela WHO/IUIS (World He&@tiganization / Union of
Immunological Societies - www.allergen.org) € usddade 1986 e consiste no uso de 3
letras para 0 género e uma letra para a espéciergdaismo em questao, seguido por
um numero que indica a ordem cronoldgica de pagfo e identificacdo. Portanto, a
sigla para o alergeno Bet v 1, por exemplo, sigaifjue pertence ao génddetula

verrucosae que foi o primeiro identificado nesta espéCigapman et al. 2007).

Um alergeno pode induzir uma resposta de hipetsédade imediata e uma
resposta tardia. A resposta imediata (hiperserdalié do tipo I) € dependente de IgE e
de mastdcitos e resulta na ativacao de basofiteracdo de histaminas e na sintese de
mediadores da via do acido araquidénico (leucatsem prostaglandinas). Isto leva a
sintomas agudos como urticéria, rinite, conjungiwjtentre outros. A hipersensibilidade
do tipo IV € um fendmeno tardio e pode ocorrer @28 horas depois da exposi¢cdo ao
alergeno. O processo de alergenicidade inicialmsntda através do processamento do
alergeno pelas células apresentadoras de anti¢éAdy. Estas células (macréfagos,
células dendriticas, células de Langerhans) aptaasem antigeno aos linfécitos T. Isso
pode levar a producdo de célulag2TCD4+ (T helpe) que expressam interleucinas
(IL4 e IL5) e afetam diretamente a producéo de poE linfocitos B. Além disso, em

caso de exposicao continuada, outras células iaflmmas (nhastocitos basofilos e



eosinofilos) podem causar uma resposta tardianderaintomas crénicos (Jayasekera
et al., 2006). Na figura 1 os processos de cooferaptre as principais células do
sistema imune envolvidas em uma resposta alérgima rmostrados em uma

representacado esquematica.

Antigeno — Art v1 /
Liberacao de citocinas

—+ Célula B
./

o€
\ \

Figura 1. Principais células do sistema imune adaptativlerdas na resposta a um processo

A d

°,* Inflamacao

o] LICJ o]
degranulagéo (nos tecidos pulmonares)

alérgico. CAA (célula apresentadora de antigeigg)(célula T helper 2).

A determinacao da estrutura 3D de mais de 40 alesgencontra-se rerotein
Data Bank Através da estrutura foi possivel identificaracteristicas funcionais de
alergenos que ajudaram a explicar a persisténciangbientesndoor e outdoor.O que
se observa é que os alergenos compreendem diansiiss de proteinas apresentando
as mais variadas fungdes bioldgicas. Podemos fitéiskis como: os alergenasdoor
(enzimas, normalmente proteases, proteinas de abgag ligante, albuminas,
tropomiosinas e proteinas de ligacdo a calcio)alesgenos provenientes de pdlen
(pectase liasdgi-expansinas, inibidores de tripsina, proteinagibgaa patogénese); e os
alergenos provenientes da alimentagdo (proteinastralgferencia de lipideos,
tropomiosinas, profilinas e proteinas de reseevaainentes (Chapman et al. 2007).

Sabendo que os alergenos compreendem diferentésafaprotéicas uma das

grandes questdes da imunologia é: o que torna urogeimpa um alergeno? As



caracteristicas que levam uma proteina a ser aieeg@ao sao conhecidas, mas sabe-se
gue os alergenos possuem propriedades similaresvgumualmente podem explicar a
alergenicidade. As proteinas alergénicas, muitagsvalicoproteinas, sdo pequenas
(<70 KDa), negativamente carregadas, com baixaotudicidade e alta estabilidade
(Chapman et al. 2007). Frequentemente suas esisugpresentam ligacdes dissulfeto,
aumentando a resisténcia as intempéries ambiergaisconsequentemente, a
biodisponibilidade do alergeno (Sen, et al. 200&Gmot et al.,, 2007). Sabe-se que
muitos alergenos provenientes da alimentacéo eesist digestdo protéica durante o
processamento do alimento como, por exemplo, dhAa@le amendoim. Sua resisténcia
esta associada a presenca de 4 ligac6es disq8ficet al, 2002). Netes casos epitopos
lineares sdo expostos e desencadeiam o processpc@l¢Akdis, 2006). Outras
caracteristicas comuns aos alergenos sédo a prederga@vidades e tuneis de ligacéo,
capacidade de interacdo com membranas e outrdedpi(Akdis 2006). No entanto,
diferentes alergenos com sitios capazes de alliggates como a Bla g 2, Feld 1 e Rat
n 1, apresentam caracteristicas estruturais bastdigtintas. O Fel d 1 é formado por 8
a-hélices e as lipocalinas como Bos d 2 é formadogio fitasB e uma hélice C-
terminal (Rouvinen et al. 1999; Kaiser et al. 20@®) caracteristicas que agrupam estas
estruturas permitindo que o sistema imune as fiumei e tornando-as proteinas

alergénicas, ndo estéo claros e precisam ser meshatados.

Analisando a estrutura de alguns alergenos, pemoeb caracteristicas que 0s
distinguem de outras proteinas pertencentes a miesnilia. Um exemplo é o alergeno
Fel d 1 (1PUO), responsavel por 95% das respogtasdé pacientes com alergia a
gatos. Estudos cristalograficos mostraram que odF&lé homélogo a uteroglobina
(2UTG), uma molécula com propriedades anti-inflarias induzida por esteroides. O
Fel d 1 possui um sitio de ligacdo com uma cavidaeleor capaz da abrigar um ligante
diferente da uteroglobina (Kaiser et al. 2003)o lstigere que pequenas modificacdes

estruturais podem ser significativas para o enteedio da alergenicidade.

Devido a grande diversidade de processos alérgiuis-se buscar mecanismos
moleculares comuns aos alergenos. Estes mecanamb®je ndo foram encontrados,
mas ja existem algumas explicacdes pontuais. Urfes defere-se a capacidade que
muitos alergenos apresentam de mimetizar protedoasetabolismo humano. Um

destes casos foi reportado para o alergeno endorgra aglomerados fecais de acaros



Der p 2. Este alergeno € homdlogo ao dominio MEefag¢ionado ao reconhecimento
de lipideos) e a parte que liga lipopolisacaride®xS) de receptoreboll-like 4 (TLR
4). O alergeno Der p 2 facilita a sinalizagdo aisavda interagdo com TLR4
mimetizando o papel de proteinas MD-2. Sugere-s& a@exposicdo ao alergeno
deslocaria a curva de resposta a LPS para niveiazea de induzir célulasyd
(Trompetee et al. 2008).

Com o objetivo de buscar tratamentos para as akrgiguns mecanismos de
imunoterapia tém sido propostos, atacando difeseptatos da via de regulacdo dos
processos alérgicos. Sabe-se que o fornecimergtw die altas doses do alergeno como
terapia provoca aumento de IgG1l e IgG4 por célllasnibindo o processo de
apresentacao do antigeno a CAA (célula apresemtaldoantigeno). Sugere-se que este
mecanismo leve a formacdo de um complexo IgG-aterdgE, porém o mecanismo
molecular ainda é pouco conhecido (Peng et al.2;198yasekera et al., 2006). Tem
sido proposto, também, que célulag Beriam afetadas levando a menor producgéo de
citocinas (Till et al., 2004).

Um alvo importante para o desenvolvimento de tratdos imunoterapicos € o
estudo da ligacdo entre antigeno e IgE. Poucols®e sa entanto, sobre as interagdes
especificas entre alergenos e anticorpos, pois esteidos sdo bastante recentes. A
primeira estrutura 3D de um alergeno foi reportania1996 para o alergeno Bet v 1
encontrado em poélen dBetula verrucosa(Gajhede et al., 1996). Poucos trabalhos
mapearam 0s epitopos de células B em nivel atbnsiendo que todos utilizaram
anticorpos monoclonais (mAb) para este fim. O phienérabalho que mostrou esta
interacdo foi publicado em 2000 para o alergenovBkt Através de cristalografia de
raios X do complexo alergeno - anticorpo monocldg&l Fab, mostrou-se que o
epitopo principal envolve os residuos E42, T52 ea uggido secundaria R70, D72,
H76, 186 e K97 (Mirza et al., 2000). Em 2007, otepd de célula B do alergeno de
veneno de abelha foi identificado envolvendo osdiexss R138 e H141 a R148. A
conformacao desta estrutura parece ser fundangarab reconhecimento de IgE, uma
vez que o peptideo R138-Q152 nao € reconhecidongdir e nem por IgEs humanos
(Padavattan, S et al., 2007). Recentemente a ¢gédi@rentre o alergeno Blo t 5 de acaro
e IgE foi mapeada e um epitopo descontinuo foitileado por RMN compreendendo
os residuos L43-K-47 e K54-R57 (Naik M et al., 00



Através da identificacdo de eipitopos um outro tieadterapia tem sido sugerido,
as vacinas hipoalergénicas, obtidas através dantes de alergenos. Estas variantes
podem ser construidas através de: mutacfes paninagsentacao protéica; proteinas
quimicamente modificadas (adicionando moléculas jugalas como metoxi-
polietilenoglicol — mPEG); ou ainda, formas imasudas proteinas (Vrtala et al. 2004;
Niederberger e Valenta, 2006). A busca por molécligpoalergénicas, ou seja,
moléculas que mantém a reatividade contra célulasoni um reduzido efeito da
alergenicidade, é bastante grande, principalmertédd a problemas com reacfes
anafilaticas associadas as altas doses dos alsrgaaomunoterapias especificas (SIT —
specifec imunoterapy treatmgiiLarché M et al., 2006; Niederberger e Valent)&).
Variantes hipoalergénicas tem sido propostas papaegencdo de alguns tipos de
alergia, como, por exemplo, a forma imatura Propdr candidata ao tratamento de
alergia a éacaros. A forma inativa da cisteino-@ste (Pro-enzima) apresentou
caracteristicas estruturais bastante semelharfiasna madura (Halleux et al., 2006).
O pro-peptideo, no entanto, parece interferir gacio a IgE, gerando uma forma
hipoalergénica, uma vez que mantém o reconhecintent®lulas T (Walgraffe et al.,
2009). Outro exemplo séo os fragmentos ou oligosm@meros e trimeros) de Bet v 1,
gue se mostraram capazes de reduzir o efeito aleagdo pdlen ddBetula verrucosa
em até 100 vezes (Vrtala et al., 1997; Vrtala gt24101; Pauli et al., 2000). Dentro
deste contexto, a busca por novas variantes hig@alieas pode ser uma maneira de

chegar a tratamentos profilaticos contra diversagjias.

1.1.1 O alergeno Artv 1

A glicoproteina Art v 1 é encontrada em grédos derpdaArtemisia vulgaris
planta da familia das Asteraceas. Esta glicopratéin principal alergeno devulgaris.
Baseado em sua sequéncia primaria possui um dobdstante homologo a defensinas
de plantas. A polinose causada potemisia vulgarisé uma das principais causas de
reacdes alérgicas na Europa. Mais de 95% dos pesiatérgicos aA.vulgaris sdo
sensibilizados pela Art v 1. Além do domino defeasio alergeno Art v 1 também
possui um outro dominio rico em prolinas, com pesgda proteina em sequencias poli-
prolina, totalizando uma molécula de 108 aminoaigddimily et al, 2003). Modelos

estruturais foram previamente reportados para & Arsugerindo que este dominio rico



em prolinas seria composto por uma longa caudadidee (Himily et al, 2003). Mais
recentemente, através de Dicroismo circular, esastsemelhantes a hélices de prolina

tipo 1l do colageno foram sugeridas para a prot@ma 1 (Dedic et al., 2009).

As glicosilagdes encontradas no dominio rico entine da Art v 1 possuem
diferentes arranjos de galactose e arabinose. digdddroxiprolinas foram encontradas
composi¢cdes de arabinogalactangd,§-galactanas). Estas galactanas podem ser
substituidas por residuos dearabinofuranose, formando ramificagbes com 5-;,2,5
3,5- e 2,3,5- arabinoses substituidas. Este nosenti® de polissacarideo, diferente do
conhecido tipo Il de arabinogalactana, foi chaméddoarabinogalactana do tipo lIl.
Outro tipo de glicosilacdo, formado pd-arabinofuranoses simples ligadas a
hidroxiprolinas, também foi econtrado para Art YLeonard et al., 2005). A figura 2
mostra em detalhe estes arranjos no modelo estratarArt v 1. Sabe-se que parte da
antigenicidade da Art v 1 também esta relacionadag#&o glicosilada, pois alguns
pacientes alérgicos a Art v 1 reagem menos conmaafmativa do alergeno do que a
sua forma recombinante (Himily et al., 2003). Aldisso, Dedic et al. (2009), sugerem

gue o dominio defensina é o principal responsasial imunoreatividade da Art v 1.

Figura 2. Modelo esquematico dos dois tipos de ocorrérafaral de glicosilagcdes encontradas
na Art v 1. Em A, a forma de 15 KDa e em B a formeal3 KDa. O dominio globular defensina esta
ligado a uma representagdo do dominio de prolimasdinza). Em rosa, os residuos de hidroxiprolinas
ligados a residuos dp-arabinofuranosil. Em azulg-arabinoses e em amarelo os residuosfde

galactosidase. Figura adaptada de Leonard R @045).



Devido a Art v 1 ser o principal alergenoAl&ulgaris e ainda existirem poucos
trabalhos mapeando epitopos em nivel atémico, @aneds que a resolucdo da
estrutura da Art v 1 e 0 mapeamento da interacéaetgeno com IgE (Artigos 1 e 2)
podem contribuir para responder questdes fundametd@amunologia, como os locais

de reconhecimento entre antigeno e anticorpo.

1.1.2 Estruturas Parcialmente Enoveladas ou Intrinscamente Desordenadas

Himily et al. (2003), sugerem que o dominio rico prolinas da Art v 1 é
formado por uma estrutura estendida ndo enovepaxdento de maior flexibilidade. H&
anos tem-se especulado sobre o papel de regidégefle ndo-enoveladas, ou ditas
intrinsecamente desordenadas em proteinas, prlim&pte nos processos biolégicos de
interacdo molecular. Uma das primeiras especulagdbse o0 assunto veio de Linus
Pauling, em 1940, sugerindo que regides flexivers ahticorpos seriam capazes de
interagir com diversas formas de antigenos. Umgssit de selecdo conformacional foi
sugerido, onde o anticorpo randomicamente encamts®mu alvo selecionando-o de
acordo com o melhor ajuste. Evidéncias de estrsitparcialmente ou totalmente
desordenadas dentro da célula comecaram ser mg®riravés de experimentos
chamados de RMNn cell. Apesar de ainda serem controversos, os dada=ll
ratificam a idéia de que o ambiente celular, cqmresenca de diversas moléculas, ainda
assim ndo seria suficiente para enovelar estastwsts (Dunker et al., 2008). As
proteinas com regides flexiveis podem ser bastaptesentativas na natureza. Tem-se
estimado que aproximadamente 30% das proteinascdei@os sejam parcialmente ou
completamente desestruturadas (Pattaramanon 20@¥.).

Trabalhos que avaliam a predicdo de desordem etaipas tém mostrado que
eucariotos apresentam maior quantidade de reg@émwadkbnadas, sugerindo que estas
regides estariam associadas a complexidade do wombircariota (Schweers et al.,
1994). Dunker et al. (2008), sugerem que o fenOnakrgplicing alernativo ocorre em
sua maioria em regides do RNA que codificam prefeitom estruturas desordenadas.
Sabe-se que o0 mecanismo g#icing alternativo tem sido comumente encontrado em
organismos eucariotos, sendo que em humanos esouotamiferos 40-60% das

proteinas séo produzidas via este processo alternat



Cerca de 30% das proteinas encontradas no genomanbuformam uma
familia conhecida como IURNstrinsic Unstructurated Proteifjsconhecidas pelo seu
envolvimento com a ligagdo a acidos nucléicos, teasiproteinas, a membranas ou a
outros ligantes. Mais de 30 funcdes foram ideratdas para as IUPs, podendo ser
chaperonas, proteinas regulatorias, proteinasmeépeis por processos de sinalizacao
celular, freqientemente associadas a patogénesamter (Duvignaud et al., 2009).
Muitas proteinas com regides desordenadas assselanem diversas moléculas
assumindo formas distintas dependendo da moléautzipa. No caso da proteina p53,
envolvida com regulacdo do ciclo celular, uma regifirta proxima da porcdo N-
terminal € capaz de formar: hélice com uma molépalaeira; estrutura em folha-beta
com outra; e duas estruturas irregulares quan@oaiggém com proteinas distintas das

anteriores (Dunker, 2007).

Uma caracteristica interessante das estruturasdégesmlas € a presenca mais
freqiente de alguns aminoacidos. Dentre estes,cefmns o acido aspartico, a
metionina, a lisina, a arginina, a serina, a gliama prolina, a alanina, a glicina e o
acido glutamico. Por outro lado, os “promotoreodiem” sdo: a cisteina, o triptofano,
a tirosina, a isoleucina, a fenilalanina, a valiadeucina, a histidina, a treonina e a
asparagina. Na figura 3 observa-se a frequénciteslesminoacidos em estruturas

depositadas no banco de dados DisProt (http://wisprat.org— Sickmeier et al.,

2007) de proteinas desordenadas.
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Figura 3. Prevaléncia dos aminoacidos em estruturas desmtdsndepositadas no banco de
dados do DisProt (ref) de 2004 (152 proteinas) @ 2@60 proteinas) em comparagdo com proteinas
bastante ordenadas. As barras positivas represeataimoacidos mais freqiientes em proteinas

desordenadas (figura extraida de Dunker et al8)200

Percebe-se que estruturas flexiveis, frequentenwmtgpostas por seqiéncias
repetitivas, também contém aminoacidos tipicos detemas intrinsecamente
desordenadas. Nestas estruturas sdo comumente tradosn prolinas, glicinas,
asparaginas, serinas e/ou treoninas. Estudos pore GIMN mostraram que estas
sequéncias peptidicas nem sempre rsdiedom coilpodendo assumir estruturas em
loop, S-turns dos tipos | e Il e poliprolinas tipo Il (Matsushanet al., 2008). Em
Pseudomonas syringaéactéria que possui a proteina IN€e (nucleation protein
capaz de formar cristais de gelo, uma sequéncietitigp (AXXXSXLTAGYGSTXT)
assume a forma emoop bem definido (Kumaki et al., 2008). No caso dascivas
humanas, glicoproteinas encontradas na salivaasvépeticbes contendo prolinas (T-
T-A-A-P-P-T-P-S-A-T-T-P-A-P-P-S-S-S-A-PP — Mucina) Zormam uma hélice
chamada poliprolina Il, semelhante as hélices eénagas em fibras de colagenos
(Krane, 2008; Antonyraj et al., 1998). A natureZalica do aminoacido prolina,
formando o anel pirrolidinico, gera caracteristidfgicas estruturais nas cadeias
polipeptidicas. Primeiro, o angulo de torgliale prolinas fica restrito a -65 £ 15 °, e,

segundo, a posicao do carbahda cadeia lateral restringe estericamente os ésgul



do residuo precedente a regiffedo mapa de Ramachandran. Dois tipos de estruturas
secundérias formadas por prolinas sdo conheciddisel totalmente cis (giradas para
direita) chamadas de Poliprolina tipo I; e hélitress totalmente giradas para esquerda
chamadas de Poliporlina tipo Il (Horng e Raine€)6)0como as sugeridas por Himily

et al. (2003), para Art v 1. Estruturas em Polipeo Il (PPIl) totalmentetrans
apresentam angulos médios de dihedpgy] iguais a -75° e +145° respectivamente.
Hélices de prolina 1l possuem exatamente 3 resipoowyolta, diferente das-hélices
comuns a muitas proteinas, que possuem 3,6 respuaslta. Isto resulta em hélices
mais estendidas, com 3,16 A por residuo no cas®BHsse comparado com os 1,5 A
dasa-hélices (Figura 4).

Figura 4. Uma hélice de prolina tipica (PPIl) com separad@® A a cada volta da hélice. Os
vértices do prisma sdo ocupados pelas trés calig@ais consecutivas da hélice de prolinas (Figura

extraida de Horng e Raines, (2006).

Sabe-se que estas seqéncias ricas em prolinaeifiteqente estdo envolvidas
em processos de interacdo, como, por exemplo, onitwi@H3. Este dominio interage
com residuos de prolina (motivo XP-X-XP) em proosssle transducédo de sinal,
organizacdo do citoesqueleto e internalizacdo depteres de membrana (Horng e
Raines, 2006; Kanelis et al., 2000).

1.2 GENOMICA ESTRUTURAL

Muitos projetos estdo em desenvolvimento para arm@tacdo de estruturas
protéicas em larga escala. Estes projetos tém doow principal alvos de interesse
biomédico, mas muitos grupos também estdo dediadeserminar todas as estruturas

3D provenientes de proteinas expressas nos divgsoesmas ja sequenciados. O



trabalho de gendmica estrutural é bastante ardumhendo grandes consorcios que
em um curto espaco de tempo séo capazes de geitas rmodelos tridimensionais a
partir de dados de Cristalografia de Raios —X es®&&ncia Magnética Nuclear (RMN).
Os objetivos iniciais destes projetos eram mapedorst 0S enovelamentos protéicos da
natureza, tornando possivel encontrar a estrufdrde3qualquer proteina em bancos de
dados como d’rotein Data BanPDB), ou chegar a estrutura da proteina desejada
através de métodos computacionais. A missdao de asn pdimeiros projetos de
Genbmica Estrutural (GE) feito peldational Institutes for Health(NIH), o PSI
(Protein Strucutre Initiative- www.nigms.nih.gov) foi de “resolver todas agwsiras
em nivel atbmico a partir de sequiéncias faciimebt&las utilizando suas conhecidas
sequéncias de DNA”. Objetivos similares foram témhdeclarados em projetos como
o SPINE Gtructural Proteomics In Europe www.spineurope.org) na Europa e o
projeto de gendmica estrutural do Instituto RIKEN fdapdo (www.riken.jp). As
previsdes de completar o universo protéico encdatreos genomas por volta do ano
2000 pareciam ser relativamente possiveis quandtiaa® aproximadamente 300.000
sequéncias depositadas nos bancos de dados S:wissREMBL. Naquele momento
estimava-se que 16.000 estruturas ainda precisssg&mdeterminadas. Atualmente,
existem aproximadamente 4 milhdes de sequéncidspasitadas, com novas familias
de proteinas, incluind®ingletons (Single member families)ORFs ¢pern reading
frame9 que ndo apresentam homologia com o0s genomas adobke Sabe-se que
existem mais de 2000 familias de proteinas ideatifks no Swiss-Prot com funcéo
desconhecida e aproximadamente a metade sem caegde estrutural. A grande
pergunta é: o que é possivel responder sobre @duhe uma proteina a partir de sua
estrutura? Os projetos de gendmica estrutural merite tém contribuido muito para
responder esta pergunta, mesmo que alguns estad@Edquestionem o quanto as
estruturas de fato contribuem para o entendimesgduhc¢des bioldgicas (Grabowski et
al., 2007)

Entre esses casos, estdo algumas proteinas qeey agedivergirem em suas
sequéncias primarias, apresentam dominios estiutesdremamente conservados.
Estes enovelamentos conservados, por sua vez, &staoiados a diferentes funcdes
bioldgicas. As defensinas e globinas sdo exempksembvelamentos com essas
caracteristicas e, portanto, tornam-se interessaaleos de estudo no campo da

genomica estrutural (Almeida et al., 2002, Silharset al., 2007, Lecomte et al., 2005).



1.2.1 Defensinas de plantas

O primeiro peptideo antimicrobiano identificadouta organismo eucariotico
foi a-purotionina de trigo, descoberta em 1942 por Betllal. (1942). Nos ultimos 20
anos, uma grande diversidade de peptideos antimacros foram descobertos.
Centenas de peptideos antimicrobianos de plaraageis encontram-se em diversos

bancos de dadoshtfp:/aps.unmc.edu/AP/mail.html; www.bbcm.unieste.it/ tossi/pagl.htm

http:/research.i2r.a-star.edu.sg/Templar/DB/ANT@YI http://phytamp.pfba-lab.o)g (Brahmachary

et al., 2004; Wang e Wang, 2004; Hammami et aD820Este nimero de peptideos
identificados vem crescendo bastante devido aonemanteresse em suas aplicacdes
terapéuticas que sdo motivadas pelo aumento netéesia de bactérias e fungos aos

antibioticos comuns (Reddy et al., 2004).

As plantas normalmente produzem uma série de ngtabpara se defender do
atague de um patégeno, como inibidores de protetmanas, compostos volateis e
peptideos antimicrobianos (PAM) (Bruce e Picke®07?). Frequentemente estes
peptideos apresentam atividades antifungicas, antéiblanas e antivirais. Os PAMs
constituem a primeira linha de defesa contra paidge estdo, portanto envolvidos na
resposta imune inata (Bulet et al., 2001; Thevisseal., 2003). Alguns PAMs sao
comuns as plantas incluindo as familias das ti@nipaoteinas de transferéncia de
lipideos, haveinas, ciclotidinas e snakinas (Thomehal., 2002; Silverstein et al.,
2007).

Uma classe de peptideos antimicrobianos compostanptéculas pequenas
(usualmente 5 KDa), basicas e ricas em cisteirdsmiada de defensinas. A familia
das defensinas é a mais prevalente entre os PAMmdimente apresentam de 45-54
aminoacidos e sdo encontrados além de plantas sranos e insetos (Thomma et al.,
2002; Pelegrini et al., 2005; Egorov et al., 2008)maioria das defensinas exibe
atividades antifungicas, mas é comum atuarem camtibagterianas (Thomma et al.,
2002; Pelegrini et al., 2005). A expressao destal®aulas pode ser tanto constitutiva
quando induzida por uma infec¢do. Até o momentacae defensinas de plantas foram

caracterizadas quanto a estrutura e funcdo. O mesmovelamento proteico €



compartilhado entre proteinas de diferentes atilddabioldgicas, como bloqueadoras

de canais de K inibidoras der-amilase e antimicrobianas (Almeida et al., 2001).

As defensinas de plantas apresentam uma grandesidage de respostas
dependendo do tipo de ataque e dos diferentes grai®gNo caso de ataques por
insetos, por exemplo, estas respostas irdo vagiacdrdo com os tipos de herbivoros
(picadores/sugadores ou mastigadores) (Bruce etRi@d007). Diversos inibidores de
proteinases ou-amilases sdo produzidos por plantas nestas furig@egfesa, agindo
no intestino dos insetos. Inibidores bi-funcion@isamilase/proteinase) sdo também

relativamente comuns em plantas (Schimoler e2@Q1; Lay et al., 2003).

Apesar da grande divergéncia de sequUéncia primapiesentada pelas
defensinas, elas compartilham propriedades caiérecamfipaticas e sédo estabilizadas
normalmente por 4 ligacdes dissulfeto, bastantserwadas (Silverstein et al, 2007).
Algumas propostas quanto ao mecanismo de acao itkmfestas. Sugere-se que as
cargas positivas a pH fisiologico estédo relaciosamtan interacées entre a defensina e
as cabecas de grupamentos anibnicos da membraidacdipdo microorganismo.
Acredita-se que grupos com propriedades hidrofébsmriam os responsaveis pela
interacdo do peptideo dentro da membrana. Algumia€recias tém mostrado que o
dano a membrana ndo € o Unico mecanismo envolh&hai,( 2002; Jelinek e
Kolusheva, 2005; Lobo et al., 2007). Um importans@tio de ligacdo a
glucosilceramidas, presentes em membranas de fuftggsoposto para defensinas de
planta através de experimentos com o peptideo RsEAEMSaccaromyces cerevisiae
a defensina Ah-AMP1 interage com um esfingolipidbkamado M(IP)2C (mannosidil-
inositol-fosforilceramida), que resulta no influxte Cd* e efluxo de K inibindo o
crescimento celular (Thevissen et al., 2000; Trseviset al., 2004). Além disso, a
internalizacdo e interacdo de outros alvos dena® cklulas estdo provavelmente
envolvidas no mecanismo de acao das defensinast(éteal., 2006; Aerst et al., 2007 e
Lobo et al., 2007).

A convergéncia das estruturas 3D é a principatésantre as defensinas, que
compartilham um motivo chamado di8. Este motivo estrutural € formado por uma
hélice e trés fitas betas antiparalelas, compondmaiteturaBaf3, e é termicamente

estavel (Thomma et al., 2002; Almeida et al., 20Q@) esfor¢o grande tem sido feito



para correlacionar estrutura e funcdo em defensResentemente, Yount e Yeamman
(2004), identificaram na estrutura de peptideosrécriobianos uma regido conservada
chamanda de motivp- Estes autores sugerem que a presenca deste estrurtural

seria uma marca na estrutura para a funcao antiniéera.

1.2.1.1 Defensinas de cana-de-agucar

A cana-de-acucar é uma importante planta de cul#veultivar comumente
utilizada é resultado da hibridacdo das espé&aharum officinarune Saccharum
spontaneungVettore et al., 2001). Devido sua importancianéecoica, o Estado de Sao
Paulo (através da FAPESP — Fundacdo de AmparocuiBasio Estado de S&o Paulo)
financiou o sequenciamento de ESEgfressed Sequence Tpg® genoma da cana-

de-agucar Hitp://sucest.lad.ic.unicamp.pr/ O banco de dados contém 43,000 EST, com

bibliotecas de diferentes tecidos nos varios essagge desenvolvimento (Vettore et al.,
2001). Muitas sequéncias estdo, portanto, disp@nipara estudos de biologia
molecular. Neste trabalho, identificamos diversafemsinas de cana-de-acucar a partir
de uma busca no banco de dados EST, caracterieateoproteinas através de RMN e

testes antimicrobianos (Artigo 2).

1.2.2 Hemoglobinas bacterianas

Assim como o0s vertebrados, outros organismos possbhemoglobinas,
incluindo bactérias. Recentemente um novo grupohdeoglobinas, formando a
superfamilia chamada hemoglobinas truncadas (trHfms) identificada (Hoy e
Hardgrove, 2008). Esta familia é amplamente digitills em bactérias, Archea,
eucariotos unicelulares e plantas (Vinogradov .e2806; Wu et al., 2003) e apresenta
hemoproteinas com 20-40 residuos a menos se caiopaoan as hemoglobinas de
vertebrados (Hbs) ou mioglobinas (Mbs). Assim casaemais globinas, dificilmente
sao relacionadas atraveés de similaridade de sequ@htts et al., 1992; Wittenberg et
al. 2002). A diferenca estrutural basica entre &ssita hemoglobina de vertebrados
reportada por Perutz em 1979 e as hemoglobinasaas estd na existéncia de um
novo enovelamento. Este enovelamento chamad@ de 2 a-helical apresenta um
encurtamento da hélice A, auséncia da hélice Deatordo loop anterior a hélice F e

uma maior variagdo da hélice F (0 nome das hélrcwém da estrutura 3D da



mioglobina) (Milani et al., 2001; Pesce et al., @00Na figura 5 pode-se evidenciar
melhor as diferencas entre os enovelamentos. @s piar hélices antiparalelos (B/E e
G/H) estdo arranjados em ubundle que protege o grupo heme da exposicdo ao
solvente. As outras diferencas estédo no sitiog#géio ao ligante, que em hemoglobinas
classicas é bloqueado sofrendo uma torcédo paratpearentrada e saida do ligante, e
em hemoglobinas truncadas ndo € bloqueado e oocasesda através de um tunel
exposto ao solvente (llari et al., 2007; Lu et 2007; Milani et al., 2001; Milani et al.,
2003).

Figura 5. Comparacédo entre os enovelamentos 2/2 e 3/3 @lehioas “tipicas”). Uma visdo do
esqueleto carbbnico é apresentada para uma hernmalivbncada déicobacterium tuberculosigem
azul, PDB 1DLY) e sobreposta a Mioglobina de veddbs (em vermelho, PDB 1EBC) (Figura extraida
de Pesce et al., 2000)

Proteinas que contém heme sdo componentes vitagmidaia dos organismos.
A caracteristica comum a todos 0s grupamentos lieem@rupo prostético protoheme
IX. O estado de oxidacdo do metal no heme é um ritampe modulador de suas
propriedades bioquimicas, por exemplo, a mioglobinaa hemoglobina formam
complexos oxiferrosos, onde o estado férrico étadesndo funcional. Proteinas que
transferem elétrons como o citocromo b5 e ¢, possuia sistema eficiente capaz de
rapidamente mudar do estado férrico para o fer@ss peroxidases, ativadas por O
exibem mudancas no estado de oxidacao (Fell, FedlV) de acordo com o progresso
do ciclo catalitico (Rivera e Caignan, 2004). Q#side coordenacdo do heme séo
extremamente importantes para o0 modo de acdo dasmas. Nas hemoglobinas de
vertebrados a coordenacdo do heme é do tipo lidiheés chamadas de proximal e

distal. Na auséncia de,(a histidina distal encontra uma molécula de agaoayolsao



distal, que néo € coordenada ao metal do grupo leecomfere uma barreira a ligacéo
ao oxigénio. Quando oA®&sta presente, ele desloca a molécula de aguaridoruma
ligacdo de hidrogénio energeticamente favoravel eohistidina distal (Kandu et al.,
2003). De acordo com o tipo de coordenacao, as ¢lelsinas podem assumir estados
chamados de pentacoordenados ou hexacoordenadasddas proteinas estdo no
estado pentacoordenado, o aminoacido envolvido amadenacgdo distal do heme
encontra-se fazendo ligacdes de hidrogénio, sejaacbbO ou com outro ligante. Ja no
hexacoordenado, o aminoacido distal esta diretamegado ao grupamento metalico

do heme, completando a sexta valéncia de coordewactrro (Figura 6).

Figura 6. Hélices E e F da regido distal de hemoglobinagaPerHexacoordenadas. Em A, a
estrutura da Lba (1BIN) apresentando seu bolsdal gientacoordenado. Em B, a estrutura da Hbl de
arroz mostrando a histidina distal (E7) no sextio sle ligacdo do metal do heme (extraido de Hoy e
Hardgrove, 2008).

As hemoglobinas truncadas exibem uma ampla variagdosuas sequéncias
primérias e a histidina proximal passa a ser oadresiduo conservado na superfamilia.
As diferencas ente as hemoglobinas de vertebradssteincadas sao observadas em
posicdes envolvidas na coordenacdo do grupo hem@oseanto, podem estar
relacionadas com a estabilizacdo do ligante. Olrdetgrupo heme em trHbs é capaz
de interagir com diversos ligantes com diferentasdades (Bonamore et al., 2005;

Lecomte et al., 2005; Thorsteinsson et al., 19@8).aminoacidos que participam da



coordenacéo do metal no bolsédo distal da proteicanéram-se nas posi¢cdes B10, E7 e

E10 de acordo com a nomenclatura de globinas debrados (Lecomte et al., 2005).

A funcéo biologica das hemoglobinas truncadas aendasconhecida, embora
tenha sido sugerido o envolvimento em processdsadsporte e varredura de oxigénio
ou na detoxificacdo de NO (Fabozzi et al., 2006n&at al., 2006; Garrocho-Villegas
et al.,, 2007). Apesar de ndo haver nenhuma praa@disiologica e metabdlica
inequivoca associada as trHbs, elas podem estalvetas em processos de fixacao de
nitrogénio em sistemas biolégicos especificos (@&hw-Villegas et al.,, 2007). Neste
caso, sabe-se que a concentracdo de oxigénio devenantida a baixos niveis
facilitando sua difusdo. Em plantas esta funcdxe¥cala por leghemoglobinas que
estdo presentes em concentracdes mili molaresaiees r(Kandu et al., 2003). Sendo
assim, a participacdo de uma globina bacterianprocesso de fixacdo de nitrogénio

nao pode ser descartada.

Um gene codificando uma hemoglobina truncada (Hb4j foi identificado a
partir do sequenciamento do genoma dherbaspirillum seropedicae uma
proteobactéria simbidtica da subclagse Este microorganismo é capaz de fixar
nitrogénio atmostérico (Nl em condicbes microaerdbicas e de crescer bendoisgn
como fonte de nitrogénio no solo. A bactédaeropédicae encontrada na superfice
ou interior de raizes, folhas e caules de 13 espéld gramineas, como arroz, milho e
trigo (Baldani et al., 1996). A colonizacdo € iatta pela proliferacdo de bactérias
ligada a superficie das raizes e é seguida pektrpedio e acumulagédo de bactérias nos
espacos intracelulares de tecidos do aerénquimaixesf vasculares. Por fim, a

colonizacéo se estabelece nos feixes vasculaneitedta (James et al., 2002).

Considerando o fato deHaseropedicaeser uma bactéria fixadora de nitrogénio,
a hemoglobina truncada 1 (Hs-trHb1) eventualmentiepa varrer o © e apresentar
ao complexo da nitrogenase (principal enzima neatasle fixacdo que convertg &mn
amonia). Portanto, a caracterizacdo das proprisdaadis-trHb1 (Artigo 4), um novo
membro da classe Il de hemoglobinas truncadas, pedétil na identificacdo do seu
modo de acdo, j& que nenhuma estrutura 3D est@nivgd para hemoglobinas

truncadas em uma bactéria fixadora de nitrogénio.



2. CONTEXTO TECNOLOGICO

A técnica de Ressonancia Magnética Nuclear vemesendolvendo muito e
surge no contexto da biologia estrutural como ueramenta importante para o
entendimento dos fenémenos bioldgicos. Acreditaquas os trabalhos desenvolvidos
nesta tese e o foco na selegcédo dos alvos biolggitérs de sua relevancia nos campos
da biotecnologia e biomedicina, também se apresentano grandes desafios para o

desenvolvimento da area no Brasil.

2.1. Principios béasicos da Ressonéancia Magnética tlear

Tradicionalmente a Cristalografia de raios-X venmdge utilizada como a
principal técnica na determinacdo da estrutura deremoléculas em nivel atdbmico.
Devido a sua alta eficiéncia metodoldgica, a dogtafia hoje é técnica mais rapida
para chegar-se a uma estrutura 3D (Billeter e2808). No entanto, a técnica de RMN
surge como uma possibilidade ndo s6 de determirestratura de macromoléculas
(proteinas, acidos nucléicos, carboidratos), comestudar a sua dinamica em solucéo,

gerando novas perguntas acerca deste tema (Palge2604).

Antes de discorrer sobre os temas de resolucactd#ga de proteinas e o0s
principios da dinamica molecular por RMN, é inteegge introduzir alguns conceitos
basicos que facilitam a compreensao destes topitcambém dos dados apresentados
neste trabalho.

Um dos principais conceitos € a origem do efeitoRégsonancia Magnética
Nuclear. Os nlcleos com numero sfen diferente de zero, como'si, >N e **C, por
exemplo, possuem um momento magnético capaz deagitecom um campo
magnético aplicado. O hidrogénio, por exemplo, piospin I=1/2 o qual é capaz de
gerar, quando num campo magnético, dois niveisndeg@. Esses niveis de energia
podem ser caracterizados pelo numero quantiapuienuclear (n), que sdo separados
por uma quantidad®E de energia dependente do campo aplicado. A équssaixo,
mostra a relacdo entre a eneryjiae o campo magnético aplicado, chamado de estatico

(Bo), ondey € a taxa magnetogirica (explicada logo a se@iirg a constante de plank.



AE= hyBo/2n

Deste modo, os dois estados de energia podemmeseatados pelo estadp= +1/2

no qual o0 momento magnético é paralelogee B estadon, = -1/2 , antiparalelo ao
campo aplicado. Em outras palavras, este nucleo sppmY2 esta agora alinhado ao
campo magnético estaticop Bcampo magnético gerado pelo supercondutor do
equipamento de ressonancia). A resultante da difarentre estas duas populacdes de
spinschamamos de vetor magnetizacédo (Mz). A partiradesacéo, podemos visualizar
(Figura 7) que a perturbacdo destas populacéespids (Mz) sO ira ocorrer quando
outro campo magnético (B1) for aplicado, fazendospisis sairem da condigdo de
equilibrio. A aplicacao deste campo B1 é feitavasade pulsos de radiofreqiiéncia pelo
espectrémetro. Sabe-se que nucleos como o hidmg@mbs sofrerem o efeito de um
segundo campo magnético (B1), saem da condicaqudiébeio e o vetor magnetizacao
desenvolve um movimento chamado de precessdo mosteafigura 7 (Silverstein et
al., 1979).

Equilibrio Spins nucleares Relaxacéo dos
precessando spins
z z z
Pulso de
M radiofreqiiéncia X X
B B1 <1y
0 I e o
/ Y Y Y

Figura 7. Representacdo simplificada do efeito da aplicatdaim pulso de radiofreqiiéncia sobre a
populacdo despins alinhados a um campo magnético (Bo). O vetor nm@gag@io M representa a
resultante das populacfes gfBnsapds a aplicacdo do campo magnético estatico.restistante apds a
aplicacdo do pulso passa a precessar sobre Blighia fo vetor magnetizacdo termina voltando ao

equilibrio (relaxagdo dos spins).

A velocidade de precessao € chamada de frequéadiarchor e é dada pela equacao
abaixo:

® =yBo ouv =yBy/2n



ondev é a freqUéncia de ressonancia em Hertzéea freqiiéncia em radianos/segundo.
A taxa magnetogiricay € uma constante de proporcionalidade que relac@mna

freqUéncia observada para um nucleo em particwdan a intensidade do campo

magnético aplicado (Sanders e Hunter, 1993).

Para que o nucleo desejado precesse ao redor dpocapilicado (B1l) é
necessario que a freqiiéncia do pulso (aplicadordeaf perpendicular agBseja igual a
frequéncia de Larmor deste nucleo. Este é o efieitRessonancia Magnética Nuclear.
O sinal de ressonancia detectado provém da comvdoséecaimento da magnetizacéo
em funcéo do tempo (FID free induction decgy Este decaimento ocorre de maneira
exponencial e é convertido a um dominio de fregé8natravés de uma operagado
matematica chamada transformada de Fourier (Samdétanter, 1993). Ap6s esta
operacao podemos observar os tipicos espectranaeimensao (1D) como mostrados
no segundo artigo desta tese (DePaula et al., 26@88)iferencas entre as frequéncias
de ressonancia mostradas num espectro 1D irdo diepda chamada blindagem dos
nacleos, levando em conta sua vizinhanca, ou sEjaelétrons que 0 cercam
(Silverstein et al., 1979; Nascimento e Bloch i02; Sanders e Hunter, 1993;).

2.1.1 Assinalamento das frequiéncias de ressonancetsavés de experimentos 3D:

caso dos sistemas poliprolina

Para obter o assinalamento das frequéncias denéegsa de uma proteina
marcada isotopicamente col?C e N, diversos experimentos de tripla-ressonancia
(*H, *C e N) sdo comumente utilizados. Estes experimento§s amnsferirem a
magnetizacdo para os nucleos N e C, detectam mog@idio amidico da proteina o

resultado final da transferéncia.

Quando sequéncias protéicas apresentam-se ricagrelimas, de forma
sequencial, como o caso do alergeno Art v 1, onalssnento das frequéncias de
ressonancia se torna mais dificil. Normalmentera pse obter o assinalamento
sequencial de uma cadeia polipeptitica, as secigule pulso basicas para realizar o
assinalamento da cadeia principal sdo a CBCA(COgNMHHNCACB (Grzesiek e Bax,
1992) como mostra a figura 8. No entanto, as maslnao possuem o hidrogénio livre

do grupamento amidico como os demais aminoacidasddassim, 0s experimentos



citados anteriormente ndo irdo detectar o nitrapé&midico destas prolinas. Para
superar a dificuldade técnica de assinalementopdhgrolinas, outras sequéncias de
pulso 3D sao utilizadas como a HCAN (Kanelis et28l00). A sequéncia de pulso
HCAN transfere a magnetizacdo para os atomeos Kk, N e N+1 da cadeia

polipeptidica e a sua seqUéncia par equivalente ®@M¥ transfere a magnetizacao
para os atomosd; Ho e N+1 (ver figura 8c). Deste modo, o assinalamsatpiencial &

feito analisando-se fatias do plano de nitrogérioedpectro 3D, conectando-os pela

sequéncia do peptideo.
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Figura 8. Representacdo esquematica do assinalamento da padeipal de uma proteina. (A)
Um espectro 3D tipico, no caso o HNCACB. (B) Askin@nto a partir de experimentos de tripla

ressonancia HNCACB. (C) Assinalamento especificprdénas a partir do experimento HCAN.

Outros experimentos utilizados para o assinalametds frequéncias de

ressonancia do alergeno Art v 1 sédo descritosgénsde materiais e métodos.

2.2. Determinacdo Semi-Automética de Estruturas poRMN

A Genobmica Estrutural contribuiu bastante para sedeolvimento de novas
metodologias. Campos de estudo como a biologia otanjpnal e a biologia molecular
com técnicasigh-throughputpor exemplo, tém se beneficiado do esforco damgera
estrutural. Um destes avancos esta no aprimoraméohico para a resolucdo de
estruturas 3D, sendo que hoje, um grande niumepootieinas ja tiveram suas estruturas
resolvidas de uma forma bastante automatizada.ntm®, Billeter M, et al. (2008)

ressaltam que ainda h& grandes desafios na inagltigem nivel atdmico de



macromoléculas, como, por exemplo: proteinas lpadlis ou que interagem com
membranas biologicas; moléculas que ndo estaorntetd enoveladas em solucdo ou

gue sao intrinsecamente desenoveladas nas células.

As técnicas automatizadas de resolucdo estrutuealpebteinas,sdo hoje
importantes ferramentas em desenvolvimento parassdRancia Magnética Nuclear.
Assim como a cristalografia, a RMN também comecscaualternativas para agilizar

0S processos de determinacéo de estrutura.

A técnica original, desenvolvida por Waithrich, en®8@, baseia-se no
reconhecimento e classificacdo de NOEs (Nuclearf@user Enhancement) gerados
atravées da sequéncia de pulsos do espectro de NO@B¢lear Overhauser
Enhancement Spectroscopy), combinado com o assieata de frequéncias de

ressonancia provenientes do espectro de TOCSYI(Cotalation Spectroscopy).

Os NOEs séo o resultado da relaxacéo-cruzada aevithteracbes dipolo-
dipolo entre pares vizinhos dpinsnucleares que se movimentam de forma Browniana
(Wiithrich, 1986). Em um espectro bidimensionaH,jH]-NOESY, os NOEs
manifestam-se através de picos de relacdo-cruzadas{peaks Basicamente, 0s
dados conformacionais, que restringem as multpdssibilidades estruturais durante o
calculo de uma estrutura protéica, provém de NO&dodga distancia. Devido a
relacdo 1/tentre intensidade do NOE e a distancia entre @@apinsno espaco, uma
parte significativa da informagéo necessaria par@aulo, de longa distancia, encontra-
se muito proxima do nivel de ruido do espectrorifHann, T et al., 2002 b). Contudo,
um dos grandes gargalos da resolucéao de estrytord&VIN esta no assinalamento dos
NOEs. Muitos picos de correlacdo do espectro de $¥OBao ambiguos gerando
multiplos sistemas despins Além disso, o reconhecimento dos NOEs envolve
ultrapassar os problemas de sobreposicdo dos s#aiainda, de auséncia de
determinados sinais devido a relaxacéo rapidatooca conformacional. Muitas vezes
artefatos sdo gerados nos espectros de NOESY Ithifit@inda mais o reconhecimento
e 0 posicionamento dos sinais (Hermann, et al.228)0 A estratégia classica de
assinalamento dos NOEs em proteinas era feita senadravés de procedimentos
manuais, buscando os NOEs nao ambiguos e calculanu® estrutura para,

posteriormente, julgar os demais NOEs encontradste procedimento era efetuado



inumeras vezes (Withrich, 1986). Vale ressaltaragpti@ estratégia ainda € amplamente

utilizada, principalmente para peptideos.

No intuito de agilizar os processos arduos que exu profissionais
experientes em RMN, alguns grupos tém se dedicadautmatizacdo no
reconhecimento de NOEs e na sua classificagddveelatdistancia na estrutura 3D.
Alguns algoritmos para assinalamento de NOEs fayarsdo ainda bastante utilizados
como o CANDID (Etezady-Esfarjani, 2006) ARIA (Linge¢ al., 2003) e NOAH (Xu et
al., 1999). O algoritmo CANDID (Combined Automatd@E assignment and Structure
Determination), que contém elementos dos outraeg&nvolvidos anteriormente, seri
focado neste trabalho. De um modo geral, o CANDé#aliza diversos ciclos de
assinalamento de NOEs ambiguos seguidos por calestouturais usando dinamica de
angulos torcionais. O CANDID é, portanto, utilizadm conjunto com programas de

calculo de estruturas 3D (figura 9).

Sequencia de amino acidos
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Assinalamento dos NOEs
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Figura 9. Esquema geral da combinacdo do assinalamento atitondos NOEs feito pelo
CANDID com o célculo de uma estrutura (adaptad@detert, 2005).

No inicio desse procedimento é feita a leitura dldos experimentais: lista de

deslocamentos quimicos, provenientes do assinatardas ressonancias especificas da



proteina de interesse; lista do posicionamento leme dos picos de co-relacdo dos
espectros de NOESY. Posteriormente os assinalameab classificados. Para cada
pico do NOESY ¢é feita uma avaliagdo da concordaenize os valores da lista de
deslocamentos quimicos fornecida, a posicdo de padano espectro (incluindo a
existéncia de simetria nos picos cruzados) e a abhijpdade com a estrutura 3D
gerada no ciclo anterior. Em seguida, ocorre dajao das restricdes de distancia.
Para isso, a partir do NOESY, o volume e intengiddds picos ambiguos e nao
ambiguos sao calculados. Como ultimo passo antesaldalo da estrutura, ocorre a
eliminacdo de picos cruzados que nao sado compmtiv@mn oscore da rede de
ancoramentonetwork-anchoring scojee com a estrutura 3D intermediaria gerada no
ciclo anterior, quando houver (Guntert, 2005). Passo importante do algoritmo
CANDID é o julgamento de restricoes de distancrabiguas. O resultado dos diversos

ciclos pode ser melhor visualizado na figura 10.
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Figura 10. Resultado dos calculos feitos com CYANA 2.1 (Gimnt2004) para dominio defensina da
proteina Art v 1 (Razzera et al., 2009b) combinamtos o algoritmo CANDID (Etezady-Esfarjani, 2006)

nos diversos ciclos efetuados pelo programa
2.3. Avaliacéo estrutural de sistemas desordenadpsr RMN

Diversas metodologias tém sido empregadas paratedrar estruturalmente as
proteinas em estado desordenado, como dicroisnomlarir fluorescéncia, FTIR
(Fourier transform infrare RMN, SAXS @Gmall-Aangle X-ray Scatterihge
Ressonancia Paramagnética de Elétrons (PRE). Destids técnicas, duas tém
fornecido valiosas informacfes estruturais: RMNgual fornece informacfes em
resolucdo atdbmica de estruturas secundarias, osrtetiarios, exposicao ao solvente e
propriedades dindmicas da molécula; e SAXS, poisunga técnica altamente

especializada para medidas de dimensao molecutamén-kay, et al., 2007). Parte



deste trabalho sera focada no uso da RMN paratearagdo de uma molécula flexivel
(Artigos 1 e 2).

Uma das maneiras de se avaliar ordem é atravésaskinalamentos das
frequéncias de RMN que, além de necessarios pareacao de resultados especificos,
geram muita informacgao a partir dos dados brutode€¥io dos dados experimentais
em relacdo aos valores esperados para estrutisasldeadasAp = 6 experimental 8
randémico), por exemplo, pode refletir o conteudo estrutura secundaria de uma
proteina (Wuthrich, 1986). Valores entre = 2 ppma@acombinacéo dos deslocamentos
quimicos de**Ca e *Cp em residuos consecutivos, normalmente refletenutests
secundarias bem definidas. Ja valores abaixo @flétem flutuacdes na amostragem
dos angulos de torcdo nas regides tipicas de @sirgecundariau e p no plot de
Ramachandran. Estes dados podem ser utilizadogparer tendéncias estruturais em

proteinas desenoveladas (Horng e Raines,)2006

2.4. Dinamica Molecular por RMN

Sabe-se que processos como reac¢des enzimatimasheeimento de substratos
e interacbes entre proteinas ocorrem em nivel mia@led\a tentativa de explicar estes
fendbmenos, figuras complexas sao rotineiramentetrat@s nas capas das mais
populares revistas e, enquanto essas imagens gdanaente divulgadas, a idéia de
moléculas rigidas, solidas e estaticas, erroneamerntansmitida. Ha o risco de que
mesmo a comunidade cientifica da area bioquimidzata mesma impressao (Zhang, Y
et al., 2007). Sabe-se que os enovelamentos bamtueatios, ricos em estruturas
secundarias bem definidas representam apenas une @@ universo bioldgico
molecular. Mesmo estas estruturas “mais rigidaggcipam ser estudadas como
moléculas dindmicas capazes de muitas interacges elependem também do tempo
de vida do organismo, ou seja, sua funcao devavsdiada de acordo com 0 momento

do desenvolvimento do organismo (Nimrod et al.,8)00

Como resultado de grandes avangcos no campo dagiaiokstrutural, as
proteinas por muito tempo foram estudadas comori@igtegue assumem uma seérie de

conformacdes ao redor de uma meédia resultante de haixa energia térmica. No



entanto, para se ter uma analise completa, é r@@messn diagrama multidimensional

de energia que defina as probabilidades relativas €stados conformacionais
(termodinamica) e as barreiras energéticas ergge(einética). Contudo, para entender
as proteinas em funcionamento a quarta dimensagyotedeve ser considerada
(Henzler-Wildman e Kern, 2007

A comparacdo do parametro de ordem em diferentediges pode fornecer
uma estimativa da contribuicdo do movimento dogr@midico a entropia do sistema
e a estabilidade da proteina (Palmer, 2001; Akkal.e1993; Yang e Kay, 1996)A
andlise de rotacdo difusional pode fornecer umeeseptacdo, mesmo sem a estrutura
determinada, do tamanho e da forma da molécutaptsie ser muito util, por exemplo,

para identificar agregacdes ou orientacédo de dos{@ase, 2002).

Os dados de relaxagcao dgginstém sido utilizados para medir mudancgas na
energia livre devido: a cooperatividade, como nenada protein&albinding ligadora
de C&* (Akke et AL 1993); as mudancas na entropia restésada transicéo durante o
enovelamento protéico, como mostram Yang e KaygL®8ra o dominio SH3; e as
contribuicBes entropicas envolvidas na transicdestado desordenado para o ordenado
mostrado para o fator de transcricdo GCN4 (Braekeat.,1999). Sabe-se, também, que
mudancas nos parametros de ordénég sido utilizadas para identificar regides de
ligacdo de pequenos ligantes (Stivers et al., 188k et al., 1999) e mutacdes sitio-

especificas.

A marcacao isotépica N, *C e®H) de proteinas permitiu que os parametros de
relaxacdo dospinsnucleares pudessem ser medidos especificamembeniaesqueleto
protéico quanto em suas cadeias laterais. Nos iexpetios de relaxacdo da RMN a
magnetizacdo dosspins nucleares € excitada pela aplicacdo de campos de
radiofrequiéncia eletromagnética e o retorno da etagatdo dospinsao equilibrio
térmico € monitorado usando experimentos multidsiwerais. Comumente, 0s
parametros de relaxacdo medidos sado os tempos €ldxdcdo longitudinal), T2
(relaxacéo transversa) e Efeito Overhauser Heteleau(Case, 2002). Em 1946, Bloch
introduziu o conceito de tempo de relaxacdo com desxricdo fenomenoldgica da
relaxacdo dospins A chamada equacao de Bloch (abaixo) descreverdeafvetorial a

magnetizacdo M oscilando em um campo magnéticaumssse que a componente da



magnetizacdo (Mz) decai exponencialmente até uor dal equilibrio (M™% através de

um tempo constante T1 e as componentes Mx e Myedeaéravés de T2.

dM/dr = y(M x H) — [M. — M5/ T — (M, i + M,j)/ T,

Logo depois, em 1948, uma teoria proposta por Bbszgen, Purcell e Pound
relaciona a relaxacdo depinsa transicdes de probabilidades entre diferentesiani
energéticos. Em 1955, Solomon propdem uma expregam a relaxacdo dipolar
transversa e longitudinal em um sistema de dpias Quatro niveis de energia séo

propostos para este sistemag}, (o,p), (B,a) e 3,8) (Dayie et al., 1996).

Sabe-se que a taxa de retorno de gpim a seu estado de equilibrio em um
campo magnético € determinada por uma relacdo dependo tempo para cada nucleo
atbmico. A capacidade deste campo flutuante indwairsicbes nospins € também
dependente da intensidade de freqiiéncias que pongsm a soma e as diferencas das
frequéncias de Larmor dapinsnucleares. Isto € representado através de depsidad
espectrais (df), que sdo as transformadas de Fourier das furd@esorrelacdo no

tempo (Cage).

Na década de 80, Lipar e Szabo (1982), interpretsmados de R1 @), R2
(1/r2) e NOE heteronuclear através da analise chamaada tle modelo” ihodel-fred.
A analise domodel freeajusta os dados usando modelos de rotacdo diflisiOna
postulado do modelo de rotagao difusional diz querssidade da probabilidafi@,t)
de ter uma molécula com orientag®konum tempot, € governada pela equacao de

difusdo, que para uma molécula esférica é:

I T
o fldb 1) = H"FEJ"I‘{])_FJ

A relacdo Stokes-Einstein-Debye é data por D =8¢R{>n), onde R®é o raio
hidrodindmico da molécula¢ € viscosidade do solvente. Num movimento isotpic
de rotacdo, a funcdo exponencial de correlacdoti= @&xp (a/tc), onde atc € a
constante do tempo e segue a relacdo de 1/ 6@, bagansformada de Fourier é igual

a.
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Para se obter os valores referentes a amplitudetengo do movimento de vetores de
ligacdo quimica com N-H (em proteinas), € neceassariajuste das medidas de
relaxacao dospinsaos modelos representados pelas equagdes deatensspectral e
também a analise estatistica da comparacdo doserdde modelos testados. A
relaxacdo do nlclebN amidico é determinada pela interacdo dipolar ogméton no
qual ele esta ligado e pela anisotropia do deslentonquimico do™°N (Abragam,
1961). Os parametros de relaxacdo comumente meRdoR2 e {1}HeteroNOE) s&o
determinados pela combinacédo de densidades espddita)) e de forcas interacdes
interatdmicas dipolo-dipolo que dominam a relaxagés Spins nucleares. Os valores

de R1, R2 e NOE heteronuclear seguem as seguiiasa@es:

R1=1/T1 = (d/4) [I ok - on) + 3(on) + 61 (o4 + on)] + ¢ J(on)
R2 = 1/T2 {@8) [4J(0) + J(wn- on) + 3)(wn) + 6] (o) + 6J(0n + on)] + ¢
[3J(wn) + 43(0)]
NOE = 1 + {u/yn)(d74)[6I(wn + on) —H(on - on)] T1
Onde d e ¢ s&o definidos por:
d = (V2n) (/4 m)yryn(r)
¢ = (1/3)” N (o] - o)

Ondeh é a constante de Plank, € a permeabilidade no vacyg,.e yy Sdo as constantes
giromagnéticas dos nicleos tee N, respectivamentey e oy sdo as freqiiéncias de
Larmor dos nucleos di# e N, respectivamente, r é a distanciainternuctefr >N
(1,02 A), ec|| - oL sd0 0s componentes paralelo e perpendicular, attsmmente, do

tensor de deslocamento quimico do niclebNe

A analise feita através derodel freealém do modelo de rotacdo difusional, usa
para o ajuste dos dados, no caso de proteinasat@metro de ordem chamadoeSum
tempo de correlacao intrinseag) (para cada préton amidico. O parametro de ordem S
mede a amplitude angular do movimento interno dorvl-H e, portanto, reflete a
entropia (S) associada a flutuacdo da ligacdo amiddessa forma, os valores se

aproximam de um (1) quando houver movimentos nmagiritos e se aproximam de



zero (0) quando os movimentos forem totalmentedpaios em solucdo. O tempg
mede o tempo efetivo para este movimento internédungdo de densidade espectral
esperada se os movimentos global e interno fossesacdplados e se a fungdo de
correlacdo decaisse de um valor inicial de 1 atévator plateaude $ com um
respectivore € dada por:

258, 2(1 — $9¢

1 + wzrcz | + wl?
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Nesta equacdo corresponde a relacdd = ' + e e 1. € mais curto se
comparado com.. Esta equacéo é valida para a maioria dos grupidsdl regides de

estrutura secundaria de proteinas globulares (Lép@zabo 1982 a,b).

O tensor de difusdo rotacional € especificado s tomponentes principais,
gue correspondem as constantes de difusdo aodesl@ixos principais X, y, z. Quando
a difusdo é isotropica, estes componentes, (Dyy e D,;) s&o iguais. E necessario,
portanto, avaliar como estes tensores estao diglob para cada molécula para definir

o tipo de movimento em solucao (isotropico ou andguco).

O modelo comumente utilizado, adaptado por Clorealet(1990 a,b), é
representado por uma equacéo de trés termos, uedois tempos de correlagéoe
Ts para movimentos internos rapidos e lentos resmeugnte. Na maioria das vezes,

esta é a equacao que melhor representa os dast@sreesentada abaixo:

Jw)= $°SPt +S(1-S)t + (1-Hn
(1 +w?1d) (1+0*®) (L’ 1)

Observa-se nesta equacdo que o parametro de caddmrh esta representado
por movimentos rapidos e lentd® € § S). E importante ressaltar aqui que a escala de

tempo destes movimentos é de pico a nanoseguBgo20-50 ps & 0,5 - 4 ns).

Muitas vezes 0s movimentos encontrados em protesi@i@asmais lentos, com
valores na faixa de milli a microsegundos. A awliomodelfreeleva em conta o

alargamento de linha devido a troca quimigg)( O termoRe, considera as interacdes



dipolares e de anisotropia do deslocamento quinpieocontribuem para o decaimento
da magnetizagdo transversa durante os experimegugsmedem R2. O termBey
também pode ser determinado através de experime@etodispersdo da relaxacdo
baseados em sequéncias de pulso CPMG (Carr-PMeddbom-Gill) (Luz e
Meiboom, 1963). Esses experimentos permitem umalisan&guantitativa dos
movimentos no regime de tempo entre 1 &stppermitindo que seja identificadRy,
através da sua modulacéo pela aplicacdo de Chélfsstrengthdurante a relaxacéo.
Estes experimentos, apesar de importantes, naon fotdizados neste trabalho e

constituem perspectivas futuras de estudo.

2.5. Ressonancia Paramagnética Nuclear

As metaloproteinas representam uma grande partegelosmas, sendo que
somente em humanos estima-se que componha 30%ratagngs expressas. Muitas
estruturas reportadas ndo contem o ion metaliceonatu mesmo nao contém nenhum
metal e, portanto, podem n&o representar a foriva @ proteina. Um grande namero
de metaloproteinas contém ions metalicos paramagsgbs quais possuem elétrons
desemparelhados, ou ions metalicos que se alteer@ne diferentes estados de
oxidacdo, sendo um deles o paramagnético. A prasmgentro paramagnético afeta
os parametros da RMN, podendo causar problemasetexcdo do sinal. Pode, e
também, reduzir a intensidade do Efeito Nucl€arerhausere a eficiéncia da
transferéncia do acoplamento escalar em experiméoimo e heteronucleares, fazendo
com que experimentos de assinalamento e determinegt@utural tradicionais nao
possam ser utilizados (Arnesano et al., 2005).d0 ttesta sessdo ndo é a determinacéo
da estrutura de proteinas paramagnéticas por RMdimeo uso da ressonancia

paramagnética para responder questdes especificas.

As moléculas paramagnéticas sdo caracterizadagppeanca de um ou mais
elétrons desemparelhados. Estes elétrons possuemgrande efeito sobre os
deslocamentos quimicos observados na RMN, comoeqgdgéacia da forte interacdo
eletro-nuclear chamadhayperfine interaction.Esta interacdo, que € responsavel por
gerar os deslocamentos paramagnétiégs)(€é composta de contribuicdes escalares
(entre os elétrons e o0 nucledes) e contribuicdes dipolares ou espaciaig)



8para :Sesc +8dip

Quando um Unico nivel depin é observado (ex S= %), com um tensor
isotropico, a lei de Curie é valida. Dessa forma,um comportamento linear regido
pela equacao abaixo:

M=C.B/T

onde C é uma constante referente a material, Badnpo magnético aplicado e
T a temperatura absoluta. Nesta condicdo a comg@ibude contato 6(s) do

deslocamento paramagnético é dada por:

Sesc= AGBS(S+1)
vRAKT

onde, S é o nimero quéantico total de spin, g éoteisstropico médio, y € a
taxa-magnetogirica do nucleo, T é a temperaturalias B € o magnéton Bohr, k € a
constante de Boltzmann e A é a constante de aceptamnescalar hyperfine entre o spin
do elétron e o nucleo de interesse (Rivera e Cajg2204). Neste trabalho utilizamos
estes conceitos para identificar a natureza dpss encontrados para uma

metaloproteina delerbaspirillum seropedicagArtigo 4).
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MATERIAIS E METODOS



1. Clonagem dos genes alvo

As defensinas de cana-de-acUcar foram identifxcadgartir da analise por
BLAST de sequéncias EST fornecidas pelo projeto BST As buscas foram
realizadas utilizando a sequéncia da defensina Fadlim sativum (Almeida et al.
2001) como entrada ao programa BLAST. Cinco sedé&€nioram identificadas e
usadas em uma segunda busca. As sequéncias fdemmorsgdas pela presenca de oito
cisteinas conservadas, por conter o peso de apadaimmente 5KDa e por conter
residuos basicos (alto pl). Esta busca resultou sems candidatos (CA112870,
CA095771, CA259771, CA259589, CA297803 e CA188998)
(http://www.ncbi.nlm.nih.goy Chamamos estes candidatos de SD 1 a 6.

Os genes das defensinas SD1, SD2, SD3, SD4, SDS5D6é com
aproximadamente 200 pb foram amplificados por PCpardir de clones fornecidos
pelo projeto SUCEST. Para as reagbes de PCR utiizoa enzima Pfu DNA
polimerase (Fermentas) e iniciadores especificost(idgen) (Tabela 1). Os iniciadores
continham sitios de restricdo para as Bam H1 e IN@@s produtos de PCR foram
digeridos com estas enzimas e purificados atraeegitdQIlAquick Gel Extraction
(Qiagen) para posteriormente serem ligados ao \Ed28a (Novagen) previamente
digerido com as mesmas enzimas. Bactérias compst®im (Invitrogen) foram
utilizadas para a transformacdo dos produtos delaugem. Os clones resultantes

foram em seguida seqiienciados por seqienciametoaico (Macrogen).

O gene da Hs-trHbl foi amplificado por PCR utitida a enzima Taq DNA
polimerase (Fermentas) a partir de clones fornecpio projeto GENOPAR. O gene
da Hs-trHbl foi identificado a partir da anotacden@mica feita pelo projeto.
Fragmentos de 423 pb foram digeridos com Bam Htle Ne ligados ao vetor pET14b
(Novagen) previamente digerido com as mesmas eszinfas plasmideos
recombinantes foram transformados em células dDH& identificados por
sequenciamento automatico (UFPR — facilidade deesegamento do departamento de

bioquimica).



O gene da Art v 1 (AF493943) foi subclonado enoveHIS parallel2, usando
as enzimas Ndel e Xhol produzindo uma protein lde sequéncias fusao (Sheffield
1999; Dedic et al. 2008)

Tabela 1Proteinas putativas analisadas neste trabalho

Nome abrevidado  Cddigo de acesso N°de aa Squboiaiciadore$

Sd1 CAlI2870 49 S CEISEEAMecAecoee
Sd2 CAOOSTTL 47 STSSEeceCelcccscos
Sd3 CAsOTTL 51 SESEmMcccccoceeneees
Sda CAzso589 49 3 ElemeEAmeconcorccocice
Sds CA2o7803 7L SSaEAmecccnercnes
Sd6 CAlgBoes 47 SHSSSEAmScelTeoMeces
HetHbl — Naopublicado 153 3 EpAmcAAsCacomecceomeomces

# Em negrito estdo indicados sitios de clivagem par@nzimaslde | andBanH |.

2. Expresséo e purificacdo das proteinas subclonagla

A estratégia de clonagem para as defensinas dedeaaclicar e para a Hs-
trHb1, foi adicionar uma cauda de histidinas N-ieahpara facilitar o purificagdo. As
defensinas foram expressas em linhagensli BL21 (DE3) e/ou Rosetta-gami (DES3).
Ja a Hs-trHb1 e Art v 1 foram expressas em BL213)BERosetta-gami b (DE3) pLysS
respectivamente. As células foram transformadas comespectivo plasmideo e
crescidas a 37°C. Pré-inoculos foram utilizadoslesnpntados com 0s respectivos
antibiéticos: Canamicina a 5@/mL para defensinas em BL21 em para expressao em
Rosetta-gami foi adicionado Cloranfenicol qu@4nL; para Hs-trHbl e Art v1 foram

utilizados 100 e 5Qg/ml de Ampicilina, respectivamente.

As proteinas foram expressas em meio minimo ou dd3,acordo com o
experimento, crescidas até D.O 600 nm de aproximedie 0,7 (exeto trHbl = 1.2
D.O) e induzidas com IPTG em concentracfes de ®4ara Art v 1, 0,5mM para Hs-
trHbl e 1mM para as defensinas. As defensinas enasca 37°C por 3h durante a
expressdo. Ja a Art v 1 e Hs-trHb1 crescevaamnighta 22°C e 37°C respectivamente.

! Trabalho realizado em colaboracgéo com a profirfééEerreira doChristian Doppler Laboratory for
Allergy Diagnosis and Therapy, University of SalepuAustria



Particularmente a hemoglobina trHbl necessitou dplemento de acidos-
aminolevulinato (50uM) e FeCt (200 uM) para a producdo do grupamento heme.
Estes componentes foram adicionados durante oim@®o bacteriano a 0.5 D.O.
Apoés o crescimento as células foram centrifugadass@00 g por 20-30 min (4°C) e
ressuspendidas nos respectivos tampdes: Art v 3HSB; 10 mM, NaCl 10 mM, pH

7, 8; Hs-trHb1 e defensinas — fosfato de sédio 20MBCI 500mM, pH 8,0. Todos 0s
tampdes continham lisozima a 0,02 mg/mL. As célalggessando as defensinas e Hs-
trHb1 foram rompidas através de Sonicac¢ao (8 cubdo30 seg) no gelo, centrifugadas a
6-10000g por 30 min a 4°C) e o sobrenadante adido@a colunas de niquel (Ni-NTA,
Invitrogen). As células contendo Art v 1 foram radgs por ciclos de congelamento e
descongelamento e o sobrenadante adicionado a m@sitroca idmica HiTrap SP FF
(GE).

Os sobrenadantes dos lisados das proteinas soléwei cauda de histidinas
foram incubados com resinas de afinidade a nitaedos (20 mM imidazol) e eluidos
com 250 mM de imidazol para a Hs-trHb1 e 800 mMa@aBED5. Um segundo passo de
purificacdo foi necessario, onde a defensina SDpudficada através de uma coluna
de fase reversa gCPRP-3 (Hamilton) e eluidas através de um gradiénear de
acetonitrila (10-45 %) a um fluxo de 2 ml/min. Aofeina pura foi secada a vacuo e
guardada a -20°C. Para a Hs-trHb1, o segundo p#sguurificacdo foi adicionar a

fracao eluida a partir da coluna de niquel a cotimgel-filtracdo Superdex 75.

A Art v 1 foi eluida da coluna de troca ibnica IFAp SP FF através de um
gradiente de 0 a 1M de NaCl em tampéao acetato 50anp¥ 5.35. As fracdes puras
foram secadas e guardadas a -20°C. A pureza de foadéeinas foi inicialmente
checada através de géis SDS-PAGE (16-18%) cormnsCoomassie Brilliant blue
R-250.

2.1 Re-enovelamento das defensinas SD1, SD3 e SB@aha-de-aclcar

Os precipitados celulares foram ressuspendidosappao A (fosfato de sddio
50mM pH 7,4, NaCl 300 mM e fluoreto de fenil-metilifonila 1 mM e 2-
mercaptoetanol 12.4 mM) e lisados por sonicacaaogms de inclusao foram isolados

por centrifugacao (150009, 15 min a 4°C), soluadias em tampéo B (fosftato de sodio



50 mM pH 7, 4, NaCl 300 mM, Imidazol 20 mM e hidareto de guanidina 6M) e
incubados com a resina de afinidade a niquel Ni-NJ#A re-enovelamento na coluna
foi realizado de acordo com Veldkamp et al. (2008)6s 30 min de incubacéo, a
coluna foi lavada com um tampéo detergente (Trisn®0, pH 8, NaCl 100 mM, 1%
Triton X-100 (v/v) e 2-mercaptoetanol 10 mM), com tampéao oxidante (Tris 20 mM,
pH 8, NaCl 100 mM-ciclodextrina 5 mM, Glutationa reduzida 1 mM e ¥ de
glutationa oxidada), com Tris 20 mM, pH 8, NaC050 e, posteriormente, eluida com
Hepes 25 mM, pH 6.4, NaCl 300 mM e Imidazol 800 mKkd) passo seguinte de
purificacdo foi idéntico ao realizado para a SD5.

3. Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear

Os experimentos unidimensionais foram realizad@98K em espectrometros
Bruker Avance de 600 e 400 MHz. Para experimentadtidimensionais um
espectrometro Bruker Avance Il de 800MHz também ddilizado. Todos os

espectrémetros sdo equipados com sondas de ggdanancia de 5 mm.

As amostras (0.4 - 1.2 mM) foram preparadas emul00®% DO em tampéo
fostato 5 e 20 mM a pH 4 e 7.5 para as defensindsteHbl, respectivamente, ou em
acetato 10mM no caso da Art v 1. Os experimentokidimensionais:*>N-HMQC
(1024 x 320 pontos, oitascan$ obtido para SD5; e 5'C-HMQC (1024 x 80 pontos,
11k scand N-HSQC (1024 x 512 pontos, &tan3 e NOESY para Hs-trHb1 foram
coletados através de States-TPPI para deteccaquaoiratura na dimensao indireta.
Taxas de repeticbes de 0,3 a 1,2 s foram utilizdeas experimentos de dependéncia
do deslocamento quimico em fungédo da temperatunateovalo medido foi de 283-
323K.

3.1 Assinalamento das frequéncias de ressonanciaaergeno Artv 1

Os dados de RMN foram adquiridos a 298K e os dasieatos quimicos de
hidrogénio e carbono foram referenciados ao DSSdé8kcamentos quimicos &
foram referenciados usando as taxas de frequébsiBluda segundo Whishart et al.
(1995). Um conjunto de experimentos de tripla rne&escia (HNCACB,
HNCACB(CO)NH, HCC(CO)NH) foi coletados para o aséamento da cadeia



principal da Art v 1. As cadeias laterais foransimsladas usando o0s seguintes
experimentos: HBHA(CBCA(CO)NH, 3D H(CC)(CO)NHTOCS¥**N- 3D TOCSY-
HSQC. Os assinalamentos foram confirmados e coatfistcom experimentos §&
NOESY-HSQC (tempo de mistura de 120 m$J@NOESY-HSQC (tempo de mistura
de 120 ms). O assinalamento das prolinas se davéatde correlacdes intra e inter-
residuais das ressonanci#tda/**Ca e N obtidas pelos experimentos (HCAN e
NCACON - Kanelis et al.,, 2000). Todos os espectmam processados usando o

programa Topspin 2.0 e analizados através do prag@ARA 1.8.4 (Keller, 2004).
3.2 Determinacgao da estrutura da Artv 1

Os espectro§C-NOESY-HSQC (120 ms) BN-NOESY-HSQC (120ms) foram
usados para coletar as informacdes de restricadisi@ncia durante o calculo da
estrutura 3D da Art v 1. Os assinalamentos de legé&e-cruzada dos NOESY foram
realizados de forma semi-automética através do MOANTNOS/CANDID do
programa Unio08 (Herrmann et al., 2002). O caldae estruturas foi feito através do
programa CYANA 2.1 (Gunter et al., 1997) utilizandoprotocolo de anelamento
simulado (simulated annelingjom dinamica molecular torcional. Um total de 100
confémeros randémicos foram anelados em 10000 passn 7 ciclos. Apos o ciclo
final, as vinte estruturas de menarget funcionforam selecionadas para representar a
Art v 1. A partir dos deslocamentos quimicos da\Aft, angulos de diedro adicionais
foram preditos pelo programa TALOS (Cornilescu ket #99) e utilizados como
restricdbes ao calculo. As estruturas foram validaai@avés do programa Procheck-
NMR versao 3.5.4 (Laskowski et al., 1996). Todggeetros foram processados usando
o programa Topspin 2.0 e analizados pelo CARA Xi8eller, 2004).

3.3 Dinamica da cadeia principal da Artv 1

Os experimentos de relaxacdo de nitrogénio 15 foreatizados utilizando
amostras de Art v 1 marcadas cbiN. Nestes experimentos foram medidas as taxas de
relacdospin-rede(R1), spin-spin(R2) e o efeito nuclear OverhausetH}- >N NOE)
dos nucleos d&N da Art v 1. Os valores de R1 foram coletadosatené randémica
através de 10 intervalos de tempo de relaxa¢caq0®e 0,1, 0,2, 0,3 0,5,0,70,91,0 1,2



e 1,5 segundos. Os valores de R2 foram adquiriddertha randémica nos tempo de
relaxacao (16,8, 33,6 50,4 67,2 84, 100,8, 112,84¢4 milisegundos). Os dados foram
ajustados assumindo um decaimento exponencial tinsidade dos picos. Os
experimentos de’f}- >N NOE foram obtidos através da aquisicdo de dgieams,

com e sem um periodo de pré-saturacéo dos nuatelmsithgénio com um tempo de 5s

entre cada acumulacéo.

A otimizacao dos tensores de difusdo e a analis&pdelfreeforam realizadas
atravées do programa TENSOR 2 (Dosset et al. 20@dniddo um modelo de
movimentos para a Art v 1. A estimativa do tempaaleelacéo rotacional globalfoi
obtida a partir dos dados de relaxacdo R2/R1, estds encontravam-se dentro de um
desvio padrdao em relacdo a média de R2/R1 pararondao defensina (1-56). Além
disso, os valores obtidos acima de 0,65 parj-{>N NOE foram descartados nesta
primeira andlise (Farrow et al. 1994). Os resukasiogeriram que o tombamento em
solucdo da Art v 1 é anisotropico, comy,DDy, e D,, assumindo valores relativos de
0,85:0.80:1.00 e, de 5,87 = 0.02 ns. A analise também mostrou qusidraficancia

estatistica difrenciando o modelo anisotropicoidesico.

Os dados de relaxacao foram interpretados usarfdomalismoModelfreede
Lipari-Szabo (Lipari and Szabo, 1982a, b) modifecgubr Clore et al. (1990). As
analises consideram 5 modelos de formas semi-arapiila funcdo de densidade
espectral, nas quais cada uma representa termodeqaeevem o movimento do vetor
N-H da ligacdo amidica da proteina. Assume-se @igsenodelos que 0s movimentos
internos ocorrem em duas escalas de tempo, undarégputra lenta. Estas escalas séo
caracterizadas por tempos de correlagd® ts (onde t<<t<<t;) € 0 parametro de
ordem $é igual a & e S.. Define-se nesta situacéo que o parametro de ocdem $
serd igual a%* S% (0< $ < 1), correspondendo a restricdo espacial do vetdr N
analise também leva em conta o alargamento de tiati@o a troca conformacional, o
termoRex Os dados de relaxacao foram entdo ajustadoepta 5 modelos da tabela

abaixo usando o programa TENSOR 2.



Tabela 2: Modelos de dinamica interna.

Modelo Parametro
1 S
2 Sz, Te
3 &, Rex
4 &, 7. Rex
5 St S e

4. Analise da Art v 1 nativa por RMN

Extratos de podlen dértemisia vulgarisforam preparados para purificar a
proteina nativa da Art v 1 através de coluna deatiénica (CM Sepharose CL-6B —
Amersham Biosciences) seguindo o protocolo de Hietilal. (2003). Fragbes contendo
a proteina nArt v 1 foram reunidas e dializadadreoagua destilada. Aliquotas foram
secadas a vacuo e guardadas a -Z0%Cproteina nativa foi suspensa em 1090
espectrosC — HSQC (10Kscan$ medindo a abundancia natural de carbono foram

coletados em um espectrometro de 800 MHz.

5. Purificacdo de IgE policlonal e interacdo com Arv 1

Cinguenta pacientes austriacos alérgicos a poleArtgenisia vulgarisforam
selecionados com base em seus historicos clirlistes pacientes apresentaram reacao
positiva para o teste de contato da pele e, tampama, o teste de deteccdo de IgE
vitro (CAP system, Phadia AB, Uppsala, Suica). Os exyarios realizados com
amostras de sangue de pacientes foram aprovadoameate pelo Comité de Etica da

2 Trabalho realizado em colaboracgdo com a prof. akerreira doChristian Doppler Laboratory for
Allergy Diagnosis and Therapy, University of SalepuAustria



Universidade Médica e pelo Hospital Geral de VigmfaEK497/2005). Os anticorpos
policlonais foram purificados de soro de paciedescordo com Dedic et al. (2069).

O estudo da interacdo entre Art v 1 e os anticopmilonais foi realizado
utilizando-se 2uM de IgEs purificados de pacientes alérgicos coreeciito. Os
anticorpos foram concentrados e tubos concentrad@micon) até o volume de 300
uL para atingir o volume do tubo de RMN. O alergémbv 1 foi titulado a IgE usando
diferentes concentracbes de 10 a 180. A interacdo foi monitorada através de
experimentosN-HSQC e o desvio do deslocamento quimico em relac@mostra
controle foi representado em um gréfico em funcdondmero de aminoacidos da

proteina. Os desvios foram avaliados de acordoaequacao abaixo:
A8 = [(AM)? + (AN10y7

Onde A" e AN so as diferencas de deslocamento quimico em ppemnvadas

para as ressonancias dos nucleos de hidrogénimgémio amidicos, respectivamente.

6. Dicroismo Circular

Os espectros de dicroismo circular foram medido298K usando um
espectropolarimetro JASCO J-715 e células de camitibo de 0.1 e 0.2 cm. Foram
utilizados a velocidade de aquisicdo de 50 nm/mas éntervalos de resolucao de 0.1
nm. A faixa de varredura espectral foi de 190 a @60) sendo que cada medida foi
adquirida de 2-5 vezes e o resultado final cornedpaa meédia destas medidas. Um
espectro referente ao tampao foi descontado de mslanedidas. As defensinas foram
suspensas em fosfato de sédio 5 mM a pH 4 em umzetacdo de 1pM e a Hs-

trHb1 foi medida a 1@M em tampao fosfato a pH 7.5.

7. Espectrometria de massas

® Trabalho realizado em colaboracdo com a profnféfierreira doChristian Doppler Laboratory for
Allergy Diagnosis and Therapy, University of SalefpuAustria.



As proteinas foram analisadas por MALDI-TOF Pro ff#igd Biosystems). As
amostras de defensinas foram misturadas ao aa@ma-4-hidroxicinnamico contendo
50% (v/v) de acetonitrila e 0.1% (v/v) de aciddludroacético. Os espectros foram
adquiridos no modo direto e reflectifoPara a Hs-trHb1, uma digest&o triptica em gel
de poliacrilamida foi realizada usandqd de proteina e posteriormente analisada em

procedimento semelhante as defensinas.
8. Espectroscopia de UV-visivel

Espectros foram coletados de 220-700 nm para aipeotHs-trHb1l usando um
espectrofotometro JASCO a 296K em tampéo fostat@.pHA condi¢cdo reduzida da
proteina foi obtida através da adicdo de ditiord sédio apdés 10 min em gas
nigrogénio. A forma ligada a monodxido de carborniofiiida apds saturacéao por 10 min
com CO puro (99,9%). Titulacdes de pH foram medatesvés de espetrofotometria e
RMN para a proteina Hs-trHb1. Variou-se o pH de8 eom tampao fosfato e a pH 9
e 10 mantido com glicina, todos a 100 mM de comagib. Foram coletados espectros
de 350 a 700 nm e a absorbancia a 630 nm foi medliélan disso, utilizamos RMN 1D

(unidimensional) para avaliar cada medida de pH.
8.1. Decomposicao de peroxido de hidrogénio

Com objetivo de testar a reatividade do grupo helmeproteina Hs-trHb1,
realizamos testes de decomposicdo de peroxido dtegéinio. Hemina (cloreto de
ferriprotoporfirina IX) e hemoglobina bovina forapbtidas da empresa Sigma. A
hemina foi dissolvida em 0.1 M NaOH e sua conceatdoi determinada usando=
558.4 mM a 390 nm (valor para o dimero do heme)coAcentracdo das moléculas
testadas foi de 1AM e foram adicionados 400M de HO, para iniciar a reacdo de
oxidacdo do heme. Em seguida, espectros foramadoigtvarrendo os comprimentos
de onda de 300 a 600 nm em intervalos de tempg5e806 e 10 min. As bandas de
Soret a 390, 406 e 408 nm foram monitoradas pada caolécula (hemina,

Hemoglobina bovina e Hs-trHb1, respectivamenteinierg et al. 1999).

4 Experimentos realizados atravésalkility encontrada no Institudo de Biofisica da UFRJ.



9. Determinacgao do peso molecular em solugao poltfacdo em gel

A massa molecular aproximada da proteina foi eslinsravées de filtracdo em
gel utilizando a coluna Superdex 75 HR 10/30 (Almans-Pharmacia) conectada ao um
sistema de cromatografia liquida de alta performaf8himadzu). A coluna foi
equilibrada com fosfato 20 mM, NaCl 300 mM, pH @.4alibrada com as seguintes
proteinas: BSA (66 KDa), anidrase carbonica cor) KDa e lisozima (14,4 KDa). As
proteinas foram eluidas com o mesmo tampao e e8efsaforam analisadas por SDS-
PAGE.

10. Modelagem Molecular

O modelo estrutural da proteina Hs-trHb1l foi geradmavés do program
ProModll do SWISS-MODEL (modo automatico de modelag de proteinas
desenvolvido na GlaxoSmithKline na Suica). A segi#&nompleta de aminoacidos da
proteina foi submetida ao SWISS-MODEL (http://wwxpasy.ch/swissmod/SWISS-

MODEL.html) e sua qualidade foi avaliada automaticamente.
11. Teste de atividade antimicrobiana

Os testes de atividade antifungica foram realizati@vés de placas de 96 pocos
de microespectrofotometria (Almeida et al. 2000)luiDbes seriadas das proteinas
foram feitas contendo a suspensdo do esporo doofanger avaliado em uma
concentracédo de iGesporos/ml. Os fungos foram cultivados em dextdesebatata
(Difco) suplementada com extrato de levedura (28#ptona bacteriolégica (Inlab) e
Glicose D(+) (Merck). As misturas foram incubada2=C por 36 h. A atividade
antifungica foi avaliada através da comparacaoatarva D.O a 540 nm entre culturas
de fungos com a incubacédo com as proteinas e asiltantrole. Um controle positivo
também foi feito utilizando a proteina Psdl (Alnzeat al. 2001). Todos experimentos

foram feitos em triplicata

® QOs testes antifngicos foram realizados em coéagdm com a prof. Eleonora Kurtenbach do Instituto
de Biofisica da UFRJ)



Testes antibacterianos foram realizados atravésndidologia de difusao
radial, medindo a zona de inibicdo (Laher et 801)9As bactérias alvo foram crescidas
em fase estacionaria em meio de cultivo BHI (Dife@polocadas em placas de petri. As
proteinas (5-5uM em tampé&o fosfato 5 mM pH 4 filtrado e esteriliap foram
adicionadas a pocos feitos na superficie da plageubadas a 37°C. Apos 16h as zonas
de inibicdo foram medidas. O antibidtico ampicilfioausado como controle positivo.
Experimentos independentes foram testados pelosrthras vezes para cada bactéria.

Nestes ensaios foram testados os seguintes ngamemos: bactérias gram-
positivas Staphylococcus aureukocuria rhizophilae Bacilus megateriuin bactérias
gram-negativasHscherichia col e os fungos Aspergillus niger Fusarium solanie

Neurospora crassa
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Estudos estruturais do alergeno Artv 1



Esta parte da Tese reuni todos os dados estruri@esinteracdo do alergeno
Art v 1, organizados em dois trabalhos: O primetrabalho corresponde ao
assinalamento das freqiiéncias de ressonaftjasN, **C do alergeno (submetido a
revistaBiological NMR Assignmerntse segundo, corresponde a resolucdo da estrutura,
dindmica e interagdo com IgE do Art v 1 (Manusoeito preparagao).

O Art v 1 é a principal proteina responsavel petes;oes alérgicas a planta
Artemisia vulgarisE uma proteina de 108 aminoéacidos que apreskatacanologia na
porcao 1-56 com a familia das defensinas de plaAtéas do dominio defensina, a Art
v 1 apresenta um segundo dominio (predito como teg&éo estendida) com 21
prolinas, muitas delas formando seqiéncias em déripoliprolinas. Para realizar o
assinalamento destas sequéncias poliprolinagartibbs a seqiéncia de pulso HCAN e
HCACON, pouco usuais no assinalamento de protelsigs sequéncias de pulso
mostraram-se bastante eficazes para Art v 1 e gentlmis residuos de prolina néo
puderem ser assinalados. Nossos dados indicam Aueval apresenta elementos de
estrutura secundaria tipicos do enovelametfode defensinas. O dominio rico em
prolinas apresenta indicativos de que néo € totaknitexivel (trabalho submetido a
Biological NMR Assignments

Os processos alérgicos envolvem a participacdo dersds células
especializadas e a producdo de anticorpos IgE quoenlhecem os antigenos. A
identificacdo dos epitopos de ligacdo a IgE é,gmbot, extremamente importante para
entender o mecanismo de alergenicidade. Para rwalisitios especificos de ligacdo a
IgE, resolvemos a estrutura, estudamos a dinamicaapeamos as superficies de
interacdo com IgE do alergeno Art v 1. A estrutBEa apresentou um dominio bem
estruturado com enovelamenif3 de defensina e uma regido estruturada na porcao
inicial do dominio de prolinas. Os dados de din@anmimstram que esta regido apresenta
movimentos internos mais restritos e alguns residypoesentam troca conformacional.
O restante do dominio de prolinas apresentou paesaiscoes de distancia indicando
maior flexibilidade, corroborado pelos dados deadiita. Encontramos superficies
descontinuas envolvendo, principalmente, a por¢ériNinal e a parte de ligagédo entre
a porcédo rica em prolinas e o dominio defensinastMmos, também, as diferencas
estruturais entre a proteina nativa (glicosilada ecombinante. Além das grandes
modificagcbes nas prolinas glicosiladas na protaiaiiva, observamos diferencas

significativas no dominio defensina. Estas regidasArt v 1 foram mapeadas como



locais de interacdo com IgE e podem explicar asrafiicas de reatividade mostradas
por alguns pacientes. Acreditamos que os dadog dedialho podem efetivamente
contribuir para o desenvolvimento de vacinas hggg@nicas (Manuscrito em

preparacao).



1. Assinalamento das frequéncias de ressonancia dorgeno Art v 1 (Artigo
submetido a revistaBiological NMR Assignments

Sequence-specifitH, >N and **C resonance assignments of Artv 1: a
proline-rich allergen of Artemisia vulgaris pollen

Guilherme Razzerl Gabriele Gadermaiér Marcius S. Almeidd, Fatima Ferreir§,
Fabio C.L Almeidaa & Ana Paula Valefte

& Centro Nacional de Ressonancia Magnética Nucleaiyétsidade Federal do Rio de
Janeiro, Instituto de Bioquimica Médica, Rio de &iam, Brasil;

® Christian Doppler Laboratory for Allergy Diagnosisd Therapy, University of
Salzburg, Austria
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Abstract

Art v 1 is the major allergen of Artemisia vulgari$e IgE raised against Art v 1 not
onlycan cross-react with other proteins from théefeceae family members but also
with components of various forms of food. Art vslain important target for
immunotherapy strategies, including vaccinatiorhviaypoallergenic derivatives or
chimeras. We report thel, °C, and™®N resonance assignments of the recombinant Art

v 1 and identification of secondary structures dame 13C chemical shifts.

Biological context

Allergens are proteins able to stimulate inappwdprigE production in atopic
individuals leading to clinical manifestation suehasthma, rhinitis and atopic
dermatitis (Akdis, 2006). To date, allergen immunesapy is the only treatment that
provides long-term clinical benefits. Novel stragsgfor development of allergen
vaccines include the generation of low-affinity {glbding molecules (Wallner et al.
2007, Wild et al. 2007). Therefore, allergens gtrtad determination is a crucial step
for the understanding of the molecular interactibesveen the allergen cells of the
immune system, the development of allergen thetagzeand the biological function of

the protein in the pollen.



Pollen of Artemisia vulgaris (mugwort) is one oétimain causes of allergic reactions in
late summer and autumn in Europe, parts of AsiaNorth America (Himly et al
2003).More than ninety-five percent of mugwort paHallergic individuals are

sensitized to Art v 1, the major allergen in mugwyaoilen.

Several other members of the Asteraceae, a farhflgwering plants, can lead to
clinically significant cross-reactions due to stwual similarities between allergens
(Bauer et al. 1996; Schmid-Grendelmeier et al 2003jural Art v 1 is a 108 aa
secreted protein and primary sequence analysiestgthat it is formed by two
domains: a defensin-like and a proline-rich don{aiimly et al. 2003). Art v 1 shows
similarity between ESTSs recently sequenced frontuaserriola (DW116026,
BU012812), Cichorium intybus (EH71010), Taraxacufitmale (DY835145) and
Helianthus annuus (DY929461), all from Asteracenilfig (www.ncbi.nlm.nih.gov).
The defensin domain reaches similarity values o¥8@hile the whole protein

sequence exhibits scores around 60 %.

Here we present, as the first step in the NMR stratanalysis, the sequence-specific
'H, B¢, and™N resonance assignments of recombinant Art v 1sendndary structure
elements based on 13C chemical shift. Remarkabdying-rich domain was almost

fully assigned.
Methods and Experiments

The Art v 1 mature sequence (accession number AFB3vas cloned into pHIS
parellel2 vector (Sheffield 1999; Dedic et al 2Qa&ing Ndel and Xhol restriction
sites to produce a non-fusion protein. RecombiAant 1 was over-expressed in
Escherichia coli Rosettagami B (DE3) pLysS in miaimmedia (Silantes) with’C-
labeled glucose andN-labeled ammonium chloride, supplemented withug0nl
ampicillin. Cells were grown at 37°C to an optidahsity at 600 nm of 0.7, protein
expression was induced with 0.4 mM IPTG and camigdat 20°C for 22 hours. The
cells were harvested and dissolved in 10 mMINEIO; pH 7.8, 10 mM NacCl,
incubated with lysozyme (0.02 mg/ml) and disrupieith repeated cycles of freeze and

thaw.



The rArt v 1 protein was purified with a cation Bange chromatography using a
HiTrap SP FF column with 50 mM sodium acetate pBb%s initial condition and
eluted in a gradient mode from O to 1 M sodium ol The purified fractions were
desalted with a NAP-25 column, freeze-dried andestat -20°C.

NMR samples (1.0-1.2 mM) of purified isotopicalpkled N or **N, *C) Art v 1
were prepared in 10 mM sodium acetate pH 5.5 coingil0 % DO and 0.03 %
sodium azide. These conditions were found to bengptfor the combination of sample

stability and spectra quality.

NMR spectroscopy

NMR data were acquired at 298 K using Bruker Avab&X 600 or Avance IIl 800
spectrometers equipped with a three-axis gradiemtnbtriple resonance probe. Proton
and**C chemical shifts were referenced to DSS, wheteaSN was referenced using
the absolute frequency ratios (Wishart et al. 1985et of 3D triple-resonance
HNCACB, HNCACB(CO)NH, HCC(CO)NH spectra were cotied for the sequential
backbone resonance assignments. Side-chain resassignments have been
achieved using the following experiments: HBHA(CBQ2O)NH, 3D
H(CC)(CO)NHTOCSY, and°N-edited 3D TOCSY-HSQC. The assignments were
confirmed and completed witfiN-edited NOESY-HSQC (120 ms mixing time) and
13C-edited NOESY-HSQC spectra (120 ms mixing time)liRe sequential resonance
assignments of Art v 1 was obtained using the tatioms of intra- and inter-residual
"Ha/**Ca, °N resonances (HCAN/NCACON, Kanelis et al. 2000).sblectra were
processed using Topspin 2.0 and analyzed using CARA (Keller 2004).

Assignments and data deposition

The'H->N HSQC spectrum of Art v 1 pH 5.5 and 298 K is shawFigure 1. Art v 1
resonances show two distinct properties in thetsyp@c well dispersed peaks (in
black), related to the defensin domain and legseds®d ones (in red) related to the C-
terminal proline-rich region. The resonances frbm €-terminal were grouped close to
random coil chemical shift, although a clear deifom of most of the peaks could be

observed. These features were observed in allrspextorded. Despite the smaller



chemical shift dispersion, almost all residues df\Al were assigned (98 %) both in
the defensin and proline-rich domains, reachingrapteteness value of 90 %.
Unassigned systems were: two proline residuesr{d2.82) could not be
unambiguously assigned due to overlap; the amio®prof Cys17 was not observed,
probably due to line broadening and some aroméatims of histidines could not be
assigned: His34 (HE, HD1,CE1 and CG), His38 (HER1knd CG) and His108 (HD,
HE, CG, CD and CE).

TheH->N HSQC spectrum show that some peaks from the @itet region were
duplicated, probably due to cis-trans isomerizatibthe adjacent prolines (Gly59,
Ala63, Ala68, Asp82, Serl01) indicated by red eirahd arrow in Figure 1.
Remarkably, the majority of the prolines in thegbatinal tail are predominantly in
trans-conformation. Only Pro103 and Pro95 are ngamctis-conformation. The
chemical shifts have been deposited in the BioMagBank
(http://www.bmrb.wisc.edu) under the accession nemil111.

Identification of regular secondary structures fromthe **C chemical shifts.

The deviation of the experimental &d ¢ chemical shifts from random coil values
was used to identify possible secondary structierments AC® or P). Figure 2A shows
the values oAC" minusAC? obtained for each residue and panel B shows thatse
obtained with the software CSI (Wishart and Syk&34). Positive values of the
difference betweenC" andAC? are indicative ofi-helix and are clearly recognized
between residues 19 to 28, in accordance to C8ltse3 hree regions showed high
negative values afC* minusAC? that are indicative of beta strands (residues %#8;
39; 44-51). All these regions belong to the defesimain.

Preliminary analysis of the NOEs and relaxatioradatggested that part of the C-
terminal is not completely flexible (data not showrull analysis of the data will be

published in the future.
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Figure 1: *H-"N HSQC spectrum of uniformlyiC, *°N]-labeled Art v 1 recorded in a
Bruker Avance 11l 800 MHz and pH 5.5 at 298 K. Nwnlgorrespond to residue
numbers in Art v 1 primary sequence. Horizontaédiconnect the side-chains of Asn19
and GIn33. The spectrum shows two distinct grodgmeaks: one well dispersed,
related to the defensin domain and less dispemses ielated to the C-terminal proline-
rich region. Residues Gly59, Ala63, Ala68, Asp8d &erl01 are doubled probably
due to proline isomerization (indicated by red wss@nd circles).
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Figure 2: Deviation of experimental of chemical shift widmdom coil values. A- The

difference in chemical shift betweal©* andAC? carbons is presented for each residue.

The region between residue 19-28 show positiveegatd G minus @ that is

indicative ofa-helix. Three other regions (5-8; 34-38; 45-51)wmegative values that

are indicative of beta strand. All these regionstg to the defensin domain and are
confirmed by the software CSI (Wishart and Syke34)9



2. Estrutura, dinamica e interagdo com IgE do alergno Art v 1 (Manuscrito em
preparacao)

ESTRUTURA E DINAMICA EM SOLUGAO DO ALERGENO Art v
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INTRODUCAO

A alergia, ou hipersensibilidade tipo |, € uma ostp inflamatéria sistémica

caracterizada pela presenca de anticorpos IgE iispeto soro. As reacdes alérgicas
envolvem a estimulacdo de células Th2-alergenoedsmes para a producdo de
mediadores inflamatérios como a histamina (VenaeskdeShazo 2003), causando, a
partir da resposta mediada por IgE, doencas comm@,asnite e dermatites atdpicas
(Larché e Wraith, 2005). As estimativas prevéem mpaés de 25% da populacédo de
paises industrializados sofrem com sintomas al@sgmediados por IgE (Valenta R

2002). Sabe-se que anticorpos IgE alergeno-espexiido as principis moléculas
envolvidas na resposta imune aos alergenos. Pornsstos estudos tém focado na
identificacdo de epitopos de ligacdo a IgE (episope célula B) (Tanabe, 2007). Até o
momento, técnicas de mapeamento de epitopos téataslf a busca de epitopos
lineares e sequenciais (Trevino et al., 2004), mas obtiveram sucesso na
identificacdo de epitopos descontinuos ou confoionags. Um numero limitado de

estruturas representando alergenos de vias aéreashécido. As similaridades de

sequéncias e nas estruturas 3D das proteinas ratargi@ferecem importantes pistas

para identificarmos reagdes cruzadas de IgE chmecde relevantes. Entretanto, apenas



5% de todas os alergenos catalogados no SDAP {@@udatabase of Allergenic
Proteins) possuem estruturas 3D disponiveis nodbdecdados PDB (Protein Data
Bank) (Oezguez et al., 2008). A determinacao dautesé 3D de alergenos permite a
identificacdo de aminoacidos expostos ao solvente qonstituem a superficie

molecular e permitem a identificacdo de residuospitepos de células B.

Os alergenos sao geralmente proteinas de diferfemtiess, incluindo gramineas, poélen,
alergenosindoor como acaros de poeira doméstica e animais, e svalimentos
(Tanabe, 2007). Uma dessas proteinas encontradp8lem deArtemisia vulgarisé a
causa principal de alergias a poélen tipicas dd fieaverdo e outono na Europa. Esta
erva da familia Asteraceae, amplamente distribiddancontrada predominantemente
em regides temperadas e umidas do hemisfério raate longo do Mar Mediterraneo
(Futin et al.,, 1976). Mais de 95% dos pacientesgelés a esta planta reagem ao
alergeno do podlen chamado Art v 1. Este alergenaoné glicoproteina com peso
molecular aparente de 24 a 28 KDa (Himily et &003. O padrdo de glicosilagédo da
Art v 1 ligado a hidroxiprolinas é unico, chamad® afabinogalactana tipo lll. Este
novo tipo é formado por centrdil,6-galactana, os quais sdo substituidos por um
namero variavel (5-28) de residuos a@larabinofuranose, formando cadeias laterais
ramificadas com 5-, 2,5-, 3,5-, e arabinoses AGl&stituidas. Um Segundo tipo de
glicosilacdo encontrada € composta por simplesabinofuranoses (Leonard R et al.,
2004). O envolvimento das glicosilagdes da Artnalalergenicidade nao foi totalmente
esclarecido, mas sabe-se que a Art v 1 nativa emigioante exibem pequenas
deferencas na capacidade de ligacdo a IgE (Hirhay.,e2003). Recentemente, Dedic et
al. (2009) mostraram que o epitopo relavante pgacdo a IgE esta localizado no
dominio defensina, o que sugere o0 baixo envolvimedbs carboidratos na
alergenicidade da proteina native. O epitopo denteecimento de célula T da Art v 1
compreende a regido 25-36 (Jahn-Schmid B et @2)2@nas os residuos envolvidos a

ligacdo IgE (epitopo de célula B) ainda n&o fordentificados.

Este estudo descreve a estrutura tridimensionalselncdo da Art v 1, principal
alergeno deArtemisia vulgaris Esta € a primeira estrutura de um alergeno com
enovelamento tipico de defensinas. Neste trabglhesantamos a dinamica thN da
cadeia principal do alergeno Art v 1, que nos paunidentificar os movimentos do

dominio defensina e do dominio de prolinas. Moststambém que a interacdo IgE-



Art v 1 sugere um epitopo descontinuo de célulboBnado por residuos na por¢cao N-
terminal, no segundmop e na porcao intermediéria que conecta os doisrdomiDe
acordo com os dados apresentados, uma troca cadimmal na escala de mili a
microsegundos é predita, com base na andlise dissdie relaxacdo deN para
residuos envolvidos na interacdo com IgE. Usangwootéina Art v 1 nativa fomos
capazes de identificar residuos afetados pelasjbgéio, que eventualmente podem
explicar porque alguns pacientes sdo menos senadns quando expostos a proteina
recombinante. Os dados fornecem informacdes impuedgrara o desenvolvimento de

vacinas hipoalergénicas para futuros tratamentasaterapicos.



MATERIAIS E METODOS

Expressao e purificagdo da Artv 1

O alergeno Art v 1 (numero de acessso AF4939433ubclonado em pHIS parellel2
vector, usando as enzimas Ndel e Xhol produzinda pmoteina livre de sequéncias
fusdo(Sheffield 1999; Dedic et al 2008). A protefhiplamente marcad&®C/*°N) foi
superexpressada eBscherichia coliRosettagami B (DE3) pLysS como descrito por
Razzera et al., (2009). As amostras de RMN da Artisotopicamente marcadas (1.0—
1.2 mM) foram preparadas em acetato de sddio 10coritendo RO a 10% e azida de
sédio a 0.03 %. Essas condi¢des foram otimizades g obter maior estabilidade e

gualidade dos espectros de RMN.

Medidas estruturais e calculo da estrutura da Art vl por RMN

Os espectros de RMN foram adquiridos a 298K usasgectrometros Bruker Avance
1DRX operando a 600 MHz ou Avace lll operando a BBx. Ambos espectrometros
equipados com sonda de tripla ressonancia de 50srdados de hidrogénio e carbono
foram referenciados ao DSS. Os deslocamentos cusndie’®N foram referenciados
usando as taxas de frequéncia absoluta segunddavthet al. (1995). Um conjunto de
experimentos de tripla ressonéancia (HNCACB, HNCACB{NH, HCC(CO)NH) foi
coletados para o0 assinalamento da cadeia primtgAlt v 1. As cadeias laterais foram
assinaladas usando o0s seguintes experimentos: HBBZA(CO)NH, 3D
H(CC)(CO)NHTOCSY €°N- 3D TOCSY-HSQC de acordo com Razzera et al., 400
Os espectro§’C-NOESY-HSQC (120 ms) 8N-NOESY-HSQC (120ms) foram usados
para coletar as informacdes de restricdo de dist@hurante o calculo da estrutura 3D
da Art v 1. Os assinalamentos de correlacéo-crudadaNOESY foram realizados de
forma semi-automatica através do médulo ATNOS/CADIRIo programa Unio0O8
(Herrmann et al., 2002). O calculo das estrutuvagefto através do programa CYANA
2.1 (Gunter et al., 1997) utilizando o protocolo ateelamento simulado (simulated
anneling)com dinamica molecular torcional. Um total de 1@@fémeros randémicos
foram anelados em 10000 passos com 7 ciclos. Apddmfinal, as vinte estruturas de
menor target funcionforam selecionadas para representar a Art v 1l.aAirpdos
deslocamentos quimicos da Art v 1, angulos de diedicionais foram preditos pelo
programa TALOS (Cornilescu et al., 1999) e utiliasdtomo restricdes ao calculo. As

estruturas foram validadas através do programa hBckeNMR versdo 3.5.4



(Laskowski et al., 1996). Todos espectros foramcgssados usando o0 programa
Topspin 2.0 e analizados pelo CARA 1.8.4 (Kell@02

Dinamica da cadeia principal da Artv 1

Os experimentos de relaxacdo de nitrogénio 15 foemlizados utilizando amostras de
Art v 1 marcadas com™N. Nestes experimentos foram medidas as taxas lagice
spin-rede (R1), spin-spin (R2) e o efeito nuclear OverhausefH}-*°N NOE) dos
nicleos de™N da Art v 1. Os valores de R1 foram coletados aten& randdmica
atravées de 10 intervalos de tempo de relaxacaqOde 0,1, 0,2, 0,3 0,5, 0,7 0,91,0 1,2
e 1,5 segundos. Os valores de R2 foram adquiriddsrdha randémica nos tempo de
relaxacao (16,8, 33,6 50,4 67,2 84, 100,8, 112,84¢4 milisegundos). Os dados foram
ajustados assumindo um decaimento exponencial tensidade dos picos. Os
experimentos de’f}- >N NOE foram obtidos através da aquisicdo de dgie®ms,
com e sem um periodo de pré-saturacdo dos nuadoislithgénio com um tempo de 5s

entre cada acumulacéo.

A otimizacao dos tensores de difusédo e a analis®bpdelfreeforam realizadas através
do programa TENSOR 2 (Dosset et al. 2000) definundanodelo de movimentos para
a Art v 1. A estimativa do tempo de correlacéo giotaal globalt. foi obtida a partir
dos dados de relaxacdo R2/R1, onde estes encantssvaentro de um desvio padréo
em relacdo a média de R2/R1 para o dominio defer{$#56). Além disso, os valores
obtidos acima de 0,65 paraH}-°N NOE foram descartados nesta primeira analise
(Farrow et al. 1994). Os resultados sugeriram gteniamento em solucdo da Art v 1
é anisotrépico, com B, Dy, e D,; assumindo valores relativos de 0,85:0.80:1.60de
5,87 £ 0.02 ns. A analise também mostrou que mafsigncia estatistica difrenciando o

modelo anisotrépico do simétrico.

Os dados de relaxacdo foram interpretados usaridomalismoModelfreede Lipari-
Szabo (Lipari and Szabo, 1982a, b) modificado plareCet al. (1990). As analises
consideram 5 modelos de formas semi-empiricas migifude densidade espectral, nas
quais cada uma representa termos que descrevenaimemdo do vetor N-H da ligacéo
amidica da proteina. Assume-se com estes modelesogumovimentos internos
ocorrem em duas escalas de tempo, uma rapida a tanta. Estas escalas sao

caracterizadas por tempos de correlagd® ts (onde t<<t<<t;) € 0 parametro de



ordem $é igual a & e S.. Define-se nesta situagéo que o parametro de ocdem $
serd igual a%* S% (0< § < 1), correspondendo a restricdo espacial do vetdr N
analise também leva em conta o alargamento de tiati@o a troca conformacional, o
termoRex Os dados de relaxacao foram entdo ajustadoepta 5 modelos da tabela

abaixo usando o programa TENSOR 2.

Andlise do alergeno Art v 1 nativo

Extratos de pdélen dértemisia vulgarisforam preparados para purificar a proteina
nativa da Art v 1 através de coluna de troca io(@d Sepharose CL-6B — Amersham
Biosciences) seguindo o protocolo de Himily et(2003). Fracdes contendo a proteina
nArt v 1 foram reunidas e dializadas contra agusildea. Aliquotas foram secadas a
vacuo e guardadas a -20°C A proteina nativa fppensa em 10% D e espectro§’C

— HSQC (10Kscan$ medindo a abundancia natural de carbono foraetads em um
espectrometro de 800 MHz.

Purificacéo e interacdo de anticorpos policlonaisan Artv 1

Cinquenta pacientes austriacos alérgicos a poélenArdemisia vulgaris foram
selecionados com base em seus historicos clirlistes pacientes apresentaram reacao
positiva para o teste de contato da pele e, tampara, o teste de deteccdo de IgE
vitro (CAP system, Phadia AB, Uppsala, Suica). Os exyrios realizados com
amostras de sangue de pacientes foram aprovadoameate pelo Comité de Etica da
Universidade Médica e pelo Hospital Geral de ViémfaEK497/2005). Os anticorpos
policlonais foram purificados de soro de paciediescordo com Dedic et al. (2009). O
estudo da interacdo entre Art v 1 e os anticorptislpnais foi realizado utilizando-se 2
uM de IgEs purificados de pacientes alérgicos corasciito. Os anticorpos foram
concentrados e tubos concentradores (Amicon) a@wne de 30QuL para atingir o
volume do tubo de RMN. O alergeno Art v 1 foi t#db a IgE usando diferentes
concentracdes de 10 a 1@d. A interacéo foi monitorada através de experirgtiN-
HSQC e o desvio do deslocamento quimico em relag&mostra controle foi

representado em um grafico em fungdo ao niumermdeacidos da proteina.



RESULTADOS

Estrutura por RMN do alergeno Artv 1

A estrutura do alergeno Art v 1 encontrado em gdiopolen dértemisia vulgarisoi
resolvida por RMN. A Figura 1 mostra o alinhamea¢osequiéncia primaria da Art v 1
em comparagdo com as sequéncias mais similaresardes da analise feita com o
programa BLAST (Altschul SF et al., 1990). As etras secundarias identificadas no
dominio Defensina (1-56) da Art v 1 sdo extremamennservadas entre as defensinas
de plantas (Pelegrini et al. 2005). Particularmeatsequéncia P22357 #lianthus
annuus (girasol) apresenta um padrdo similar na regidcer@ihal do dominio
poliprolina (56-108) com varios residuos consergade Prolinas, glicinas, e Serinas.
Outras sequéncias encontradas em bancos de da8&Tdeostraram alta similaridade
com a Art v 1. Estas sequéncias pertencem a espéoimo Lactuca serriola
(DW116026, BU012812),Cichorium intybus (EH71010), Taraxacum officinale
(DY835145) e Helianthus annuus (DY929461), todas da familia Asteracea

(www.ncbi.nlm.nih.goy. O alinhamento de algumas destas sequUénciaseapras

residuos bastante conservados do dominio defedaimecluindo fragmentos K4 a S10,
K21 a A32, H34 a H38 e C47 a C53, assim como digeresiduos da regido de

prolinas (Figura S1 — Material Suplementar).
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Figure 1. Alinhamento do alergeno Art v1 com sequencias derefites defensinas. As primeiras trés
sequencias sdo as primeiras encontradas atravgsodoama BLAST. De cima para baixo temos as
proteinas P22357 e AAM27914 Helianthus annuyse S66221 d®ahlia merckii Os numeros em verde
correspondem a sequencia da proteina Art v 1. €@segitos de estrutura secundaria baseados na estrutu
da Art v 1 estdo representados no topo da figusacalxa em azul, representam as fitas-beta ermmliem
vermelho representa a héliaeda Art v 1. Em amarelo estdo representados odu@siconservados de

cisteinas comum as defensinas de planta.



O alergeno Art v 1 recombinante produzido Erwoli, marcado isotopicamente cdniv

e °C, foi utilizado para a coleta de experimentos delat ressonancia. Os
assinalamentos dos deslocamentos quimicos forarositigpos no BMRB (entry
16111). Um conjunto de 100 estruturas foi calculadpartir de 666 restricdes de
distancia com X e X restricdes de diedro. As 20uestas de menor energia, que nao
apresentaram violacdo das restricdes de distarmiares que 0.25 A e sem violagBes
nos angulos de diedro maiores que 3.0 ° foram leisla® para representar a estrutura
em solucdo da Art v 1. Este conjunto de estrutigalsteposto em relagcdo aos atomos
pesados do esqueleto carbbnico, pode ser obsenadiogura 2A, assim como suas
representacdes ecartoonpodem ser visualizadas na Figura 2C.



Figure 2. A estrutura do alergeno Art v 1 dertemisia vulgaris (A) Representacdo da
sobreposicéo das 20 estruturas de menor energiat dol. O dominio defensina esta colorido
em azul enquanto o dominio rico em prolinas egteesentado em verde. (B) Representacéo
idéntica ao painel A acrescido das cadeias latef@)sForma de representacdo (eartoor)

dos elementos de estrutura secundaria do Art vsifitAsp estdo coloridas azul (setas) e a



hélice a colorida em vermelho e amarelo. A regido inter@gdi de ligacdo entre os dois

dominio (57-71) € formada por uma porcao estrututialergeno.

A proteina Art v 1 adota um enovelameni tipico da familia das defensinas de
plantas (Thomma et.a2002) para os residuos 1 a 56, constituida deodh@ice dos
residuos 19 a 28 e trés fitas beta antiparalelé®téd 1 encontrada do residuo 5 a 9, beta
2 do 34 a 39 e beta 3 de 45 a 53. A estrutura tha Acontém oito residuos de cisteinas
ligados por pontes dissulfeto. O padréo de ligag#@mntrado foi 6-53, 17-37, 22-47 e
26-49, concordando com o motivo estrutural chanmdel€SH (cysteine-stabilized
helix). Este motivo estrutural consiste de um paresiduos de cisteinas separados por
uma sequencia tripeptidica (Cis-X-X-X-Cis) adélice com um fragmento Cis-X-Cis
em uma fita beta (Thomma et 2002).

Em comparacdo com outras proteinas com enovelarderbefensina reportadas a Art
v 1 assemelha-se muito a Rs-AFP1 (PDB layj) dedacoom o programa DALI (Holm

L et al., 2008). O outro domino da Art v 1, riam erolinas, ao contrario do previsto
pelos programas de estimativa de desordem (PQNDRIados ndo mostrados)
apresentou NOEs de longa distancia que conectamesiguos (X a X ..... ). Uma
tendéncia estrutural formando uma estrutura helad@ observada neste dominio. Esta
estrutura compreende os residuos 56 a 71 totabzame volta e meia, separadas por X
A de distancia. Todas as prolinas nesta regidorgrasu na forma isomérideans Nos
demais residuos de 72 a 108 foram encontrados PON@ES de longa distancia

indicando uma regidao de maior mobilidade na pratein

O conjunto de estruturas apresentou para 0 esqupletéico um desvio médio
quadratico oot-mean-square-deviation RMSD) de 0.5 A para as regifes de estrutura
secundaria do dominio defensina (3-56) e 4.3 A pada a cadeia polipeptidica.
Considerando todos os atomos o dominio defensiresemtou 1.05 A e toda a cadeia
protéica 4.5 A. Todas as estruturas satisfazerasaisgbes experimentais com pequenos
desvios em relacdo a geometria covalente idealiz&da detalhes estatisticos da

estrutura podem ser observados na Tabela 1.



Tabela 1. Resumo das Restrigbes Conformacionasfmdlise Estatistica
Restrices Experimentais

NOE 666
Intraresiduais (i, i) 163
Sequenciais (i, i £ 1) 219
de Média distancia (1 < |i - j| < 5) 71
De Longa distancia (i -} 5) 211

Ligacdes de Hidrogénio
Angulos de Dihedro
@ (%)
7(°)
Rmsd from the Average Structure
Structurated region residues, 3-56
Backbone (A) 0.50 +0.12
Heavyatoms (A) 1.05+0.18
Qualidade da Estrutura
Ramachandran plot (PROCHECK)

Most favored regions (%) 59.9
Additional allowed regions (%) 39.4
Generously allowed regions (%) 4.2
Disallowed regions (%) 1.4
CYANA "Target Function” ( A 0.74 + 0.36

Avaliacédo dos parametros de Relexacdo (R1, R2 e}{16N-NOE) da Artv 1

Os parametros de relaxacdo R1, R2H}{">N-NOE foram calculados para rArt v 1. As
medidas destes parametros fornecem informacfe® solindmica da proteina. As
medidas de R1 (relaxacao longitudinal) sdo sersav@enovimentos da ordem de pico a
nanosegundos e as medidas de R2 (relaxacdo treapvea faixa de pico a
milisegundos. Deste modo valores de R2/R1 reflesemente os movimentos mais
lentos da proteina e muitas vezes pode ser umaindicda interconversdo entre duas
ou mais conformagcbes para um determinado residuo preina (mudanca
conformacional) (Kay et al.,1989). Os residuos G2, G83, G92, G84, G100, G75,
G93 e S54, devido a sobreposicdo de sinais amidRazszera et al., 2009) foram
descartados da analise. Os residuos K39 e S94 eaajustaram aos modelos
exponenciais de analise, provavelmente devidoam fsinal observado no espectro de
HSQC **N. Na figura 3, pode-se observar claramente qustesri comportamentos
diferentes para os dois dominios da Art v 1. A90ey de maior movimentagdo na
proteina envolvem a por¢édo N-terminal (3-5), os ttmpsdo dominio defensina (9-18
e 39-44) e o dominio poli-prolina. No dominio ri@m prolinas observam-se
comportamentos diferentes para a por¢ao de ligagtie os dominios (56-60), a porcao
poli-prolinas (61-106) e os ultimos residuos dadedC-terminal. Percebe-se que a

mobilidade aumenta nesta ordem citada.



O dominio defensina (1-56) apresenta valores deRR1e {H}- °N-NOE em média
1,73, 7,62 3 e 0,63 respectivamente. J& o dominio poli-proliraporcéo 61 a 108,
apresenta valores médios dos parametros de retwdedl, 26, 3,12 5 e -0,46,
respectivamente. Os valores médios de relaxac@oopaastante do dominio poliprolina
(57-60) apresentam-se intermediarios entre ossdgmentos. Sendo assim, 0s desvios
em relagdo & média foram tratados separadamerdeopasegmentos 1-56 e 61-108,
indicados por linhas tracejadas na figura 3. No id@mrdefensina, os residuos S3, K4,
S14 e G15, mostrados em azul na Figura 3a, apaeaanivalores de R1 maiores que
um desvio padrdo em relagdo a média. Para o segmertominio poliprolina de 61 a
108, estes residuos foram o T61, A63, S76 e H108.aZul na Figura 3a, estdo
representados os valores maiores que um desvi@@aan relacdo a esta média. Os
dados de R2 e H}-N-NOE também foram tratados da mesma maneira e
apresentaram os seguintes valores: R2 (1-56) niedig6214 S e 0,6387 $ para {H-
1>N}-NOE. Os residuos S3, K4, L5, T9, K11, G15, EA#2, K44, F48 e S3 e K4
mostraram valores acima de um desvio padrdo emé®ia média de R2 éH-'°N}-
NOE respectivamente. Ja no dominio poli-prolina168) os aminoacidos acima de
um desvio padrdo de R2 foram G66, A67, A68, G741688H Para {H-""N}-NOE os
residuos acima da média foram A67, T107 e H108esEstminoacidos estdo
representados em azul na figura 3b e c. Apesavaloges de {H-°N}-NOE da regido

41 a 45 assim como a Gly 15, ficarem abaixo daalidé corte referente a um desvio
padrdo em relacdo a media, € bastante evidentegsjes valores, ao redor de 0,4 se
destacam em relacdo a média do dominio defendtisdes residuos compreendem a
segunda volta do dominio defensina da Art v 1.fijjlara 3d pode-se observar R2/R1.
Novamente os valores que ultrapassam um desvié@@aan relacdo a média (R2(R1

56) médio= 4,38 §; R2/R1s1.108) = 2,45 s7) estdo representados em azul. Observa-se que
os residuos S3, K4, L5, T9, K11, S14, D18, A32, B442, K44, G66, A68 e G74,
possivelmente estdo envolvidos em movimentos lgniaso a milisegundos) na Art v

1. Os aminoacidos T9, K11, S14, D18, A32, G66, 86874 sao indicativos de troca
conformacional, pois estdo acima de um desvio pagind relacdo as medias de R2/R1

para cada dominio.
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Figure 3. Parametros de relaxac&o para o alergeno Art v)1Véfores de R1, (B), R2 e (C}H}- N

NOE medidos para os picos bem resolvidos das rasianamidicas da proteina. Os valores estédo
mostrados em funcdo do namero dos residuos da ArtQs nimeros e 0s pontos em azul indicam
valores da Art v 1 maiores que a média de cadadaddiAs). Os elementos de estrutura secundaria

estdo respresentados no topo dos paineis A e B.

O formalismo “livre de modelo” de Lipari e Szabopfri e Szabo, 1982 a, b). foi
utilizado para a estimativa do tempo de correlagdiacional global) da Art v 1.

Devido a presenca de dois dominios com movimenistinids e de acordo com a

estrutura calculada, os dados ajustaram-se melhoro@mentos de tombamento

anisotropicos em solucdo. Os componentes de paiisoiio tensor de difuséo rotacional

da Art v 1 foram calculados através do programa SBR (Dosset et al., 2000).

Residuos localizados em regifes de voltas e o domoo em prolinas da Art v 1




foram excluidos do calculo dg pois estas regides sdo bastante moveis na @mo@n
residuos que apresentavam valores de R2/R1 majoeesm desvio padrao em relagéo
a média também foram excluidos. O valor média.dealculado para Art v 1 foi de 5,
87 £ 0,02 ns. Este valor dg foi utilizado para a determinacdo dos parametms d
dinamica interna. Os parametros de dinamica inté8ha R, da Art v 1 podem ser
visualizados na figura 4. A analise feita consideireco modelos para a funcdo de
densidade espectral, elucidando os movimentos oapida escala de nano a
picosegundos {Ste) e lentos na escala de mili a microsegunéag.( O modelo 1 (3

se ajustou bem a 18 residuos da Art v 1 localizadodominio defensina. O medelo 2
(% o) ajustou-se a 15 residuos. Dois residuos ajustaeaao modelo trés {8 R.,) e 9

e 29 aos modelos 44S. e Ry € 5 (&, S e 1o respectivamente (Tabela S1-Material
suplementar). A média dos valores ddi®u em 0,81 para o dominio defensina e 0,32
para o dominio de prolinas. Os dados indicam queg&o de prolinas a partir do
residuo T61 passa a apresentar valores que indibavimentos na escala de
picosegundos para este dominio. Diversos resideste dlominio foram ajustados por
Te, MoOstrando que estes aminoacidos se diferenciamelagfo ao dominio defensina.
(Tabela S1 —Material Suplementar). No entantoge&luos G59, A60, G66, A67 e G74
apresentaram valores acima de um desvio padrackagéo a média de 0,32 para o
dominio de prolinas mostrando uma dinamica inteiferenciada para estes residuos
nesta escala de tempo para estas por¢cdes da A@Q pdrametrdie,, que contribui para

o alargamento de linha das ressonancias amidicastduas medidas de T2 devido a
um processo de troca conformacional, foi necessdai@ o ajuste dos dados de
relaxagdo dos residuos T9, K11, S14, D18, N19, EZB, S46 e F48 do dominio
defensina e G59, G66 e G68 do dominio de prol@agesiduos 9, 11, 14, 18, 66 e 68
também apresentaram valores de R2/R1 maiores damaaunidade de desvio padrao
da média, como mostrado na Figura 3d. Isto indiemeptes residuos apresentam uma
dindmica na escala de tempo de micro- a milisegaimdaior do que o restante da

proteina.
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Figure 4. A dindmica da cadeia principal da Art v 1. (A) Dim&a da cadeia principal na escala de pico a
nanosegundos. O parametro de ordefhd&4a representado em funcdo dos nimeros dosoesid
proteina. (B) As trocas quimicas medidas atravgzadametrd<exna escala de mili a microsegundos. Os
valores deKexforam representados em funcdo do nimero dos aaiitozada Art v 1. (C) Representacdo
do parametro de ordem colorido na estrutura da ArtValores proximos de zero representam maior
flexibilidade nesta escala de tempo. Residuos odinativo de trocaconformacional estao represestado
por nimeros ao longo da estrutura. Os erros daglagefbram estimados pelo programa Tens®a@sset
et al., 2000 A representacdo esquematica dos elementosrdéuestsecondaria esta localizada no topo

do painel A.



Andlise comparativa entre a forma recombinante etina da Artv 1

A proteina Art v 1 foi purificada a partir de poldaArtemisia vulgarise experimentos
de HSQC -*C foram coletados onde a abundancia naturdf@doi detectada. As
diferencas, utilizando a correlacdm-Ba, entre a Art v 1 recombinante e a nativa
podem ser observadas na Figura 5. Como o espaagoolinas que na Art v 1 nativa
sao do tipo hidroxiprolina ligadas a residuos dabApse — Galactose (Leonard et al.,
2005), foram os aminoacidos que mais apresentaiferen;as. Todas as prolinas
foram tratadas como agrupamentos, pois 0S sinasng@avam-se sobrepostos no
espectro de HSQC. Deste modo as prolinas formagaupamentos: 58, 65, 71 e 103 —
grupo |; 57, 62, 64, 69, 77 e 89 — grupo Il; 70,8 e 96 - grupo |ll e 86, 87, 88, 104 e
105 — grupo IV. Residuos da regido N-terminal G@Benostram-se também bastantes
diferencas. Os residuos, H34 localizado na befgl2,na segunda volta, Y50 na beta 3
, C53 fazendo ligacéo dissulfeto com C6 e S56 ttmltedizados no dominio defensina,
também apresentaram alteracdes acima da média omente a K8 e S56 tiveram
valores acima de um desvio padrdo em relacdo aanuedD.04. J& no dominio poli-
prolina, além das prolinas ja descritas, o resilé® mostrou alteracdo bastante acima
da média. Estes residuos localizam-se na regidigaizio entre os dominios defensina
e prolina, de acordo com a estrutura da Art v brrdginante. E interessante que o0s
residuos 56 e 63 localizam-se em uma regido estddule ligagdo entre os dominios e
ndo sdo ambiguos no espectro*i&HSQC corroborando com a estrutura da Art v 1.
Ou seja, a regiao de ligacdo esta proxima a paxcéearminal. Outros residuos (S77,
T107 e H108) onde ha poucas restricdes de disté@lefiimindo a estrutura da rArt v 1,
também mostraram alterac6es bem pronunciadas.
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Figure 5. Andlise por RMN da forma nativa do Art v 1 baseadaespectros HSQC, medindo abundancia
natural de'®C. A forma nativa foi purificada a partir de példe Artemisia vulgaris (A) Desvio do
deslocamento quimico entre a forma nativa e a rbownte da Art v 1. Os desvios do deslocamento
guimico de hidrogénios e carbono$oram utilizados para a analise. As linhas deecpera a médiaAg,
em laranja) e para um desvio padrdo em relacdodiaani + o, em vermelho) estdo representados em

linhas tracejadas. (B) e (C) mostram os desvigsailtel A na estrutura do alergeno Art v 1 recomhi@a

Interacao de anticorpo IgE humano policlonal com rav 1



A resposta imunoldgica tipica de processos alésgicoduz uma grande quantidade de
anticorpos IgE em resposta ao alergeno. Sendm assiticorpos policlonais IgE
extraidos a partir do soro de 50 pacientes forahzattos para os experimentos de
interacdo com a proteina recombinante Art v 1.gAirth 6 mostra os residuos mapeados
que sofrem perturbacbes no deslocamento quimice apimteracdo com IgE. Os
residuos S3, K4, E45, K55, S56, A63, G83, S85 e8Hdjiresentam perturbacdes do
deslocamento quimico maiores que um desvio padrd@kacédo a média\p = 0,0026)
(mostrados em vermelho na figura 6). Residuos qustraram menores perturbacoes,
acima da média (K8, S14, D18, R40, E41, S46, Y5,&75 e G93) estdo coloridos
em laranja na estrutura da figura 6a. Observa-ge agguperficie predominante de
interacdo envolve a regido ao redor da porgéo iutal e o inicio da regido de ligacao
entre os dominios defensina e poliprolina. No dontamais de uma superficie possiveis
afetadas pela interacdo foram mapeadas. A superfiais significativa (Figura 6b)
envolve os residuos S3, K4, K55, S56 e A63 (Superl). A segunda, envolve os
aminoacidos D18, E45, G75 (Superficie Il — Figueca & uma terceira, composta pelos
aminoacidos, S46, S14, D18 (Superficie Il — Fighnlh composta somente de pequenas

perturbacdes do deslocamento quimico.
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Figure 6. Interacdo Art v 1 — IgE. Espectros HSQC de amssmarcadas cortiN (50 mM)
foram adiquiridos na presenca e auséncia de IgEd@pos policlonais a 2mM de soro). Em
A, a perturbacdo do deslocamento quimico (CSP) apiteragcdo com IgE. Em B, C e D séo
mostrados, em verelho, os residuos com os maiessod (>Ad + ¢ ) e em laranja, os residuos
de menor perturbagdo ). O mapa de superficie de cargas esta represeataldolo de cada
figura, onde as cargas positivas estdo em azuhegativas em vermelho e as neutras em
branco. O dominio rico em prolinas esta coloridovende. A regido do epitopo conformacional
com as maiores perturbac¢des do deslocamento quénicdve a superficie | (em B), composta
pela porcdo N-terminal, pela regido terminal do whiondefenna, e pelo residuo A63 do
dominio de prolinas (superficie I). Esta superfiéiformada por uma regido positiva do

alergeno Artv 1 (em B).



DISCUSSAO

Caracteristicas estruturais da Art v 1

A anadlise da estrutura da Art v 1 revelou uma astaubem enovelada para o dominio
defensina (1-56), com uma-hélice e trés fitafd antiparalelas, caracteristico do
enovelamenta/p estabilizado por cisteinas (Thomma eRf02). A por¢cao de conexao

entre o dominio defensina e o dominio de prolimasesiduo 56 a 71 apresentou um
valor de RMSD de 1.46 A, portanto, relativamente l@struturada, formando voltas de
prolinas. O restante do dominio de prolinas (71}10d8vido a falta de NOEs, ndo

apresentou uma tendéncia a formacdo de voltas,atéas residuo P95 em todas as
prolinas predominou a conformagédo do tifpans. Estes resultados contrariam as
predicbes feitas com o programa PONDPBara estimativa de regides flexiveis, que

prevé uma grande regido desordenada a parir diuceS9 até o 108.

Em comparacédo através do programa Dali (Holm L.€2GD8) a Art vl assemelha-se
mais com a estrutura da defensina de planta agidanRs-AFP1 (PDB layj) de
Raphanus sativug-ant F et al. 1998). A analise feita com o domie prolinas isolado
nao apresentou nenhuma estrutura semelhante garaegs&o da Art v 1. Regides
desestruturadas, ou mesmo proteinas intrinsecardesémoveladas apresentam alguns
aminoacidos com maior prevaléncia como acido aspannetionina, lisina, arginina,
serina, glutamina, prolina, alanina, glicina e aatutamico (Dunker A et al., 2008). O
dominio de prolinas da Art v 1, além de muitas ipesdl também apresenta acido
aspartico, serina e é rico em glicinas e alanifiados esses aminoacidos sao reportados
como promotores de desordem. No entanto, esteutapeetitivas ricas em prolinas tem
sido reportadas, principalmente quando as seqigapi@sentam regides poli-prolinas
formando hélices bastante caracteristicas, comoélicehtipo Il do colageno
(Matsushima N et al., 2008). Apesar da Art v 1 apresentar uma hélice de prolinas,
as hélices tipo Il possuem giro a esquerda e tasl@solinas encontram-se na sua forma
isoméricatrans (Horng J e Raines R, 2006), semelhante a ArtAn&lises feitas por
dicroismo circular mostraram que o dominio de pedida Art v 1 isolado apresenta
valores um pico negativo tipico de poliprolina tipgHimily et al., 2003; Dedic et al.,
2009). E bastante provavel que, devido a grandelickede do dominio de prolinas da
Art v 1, com poucos NOEs de longa distancia enedios, o calculo da estrutura desta

regido nao tenha convergido para a formacdo de hitiee. No entanto, voltas a



esquerda sdo observadas. A existéncia de umaoregifiuturada no dominio de
prolinas da Art v 1 pode também ser uma caradtaige outras proteinas homoélogas
como a P22357 delelianthus annuu®u outras proteinas encontradas no banco de
dados de EST provenientes de espécies também dhafalas Asteraceas como:
Lactuca serriola Cichorium intybus Taraxacum officinalee Helianthus annuusA
comparacdo com sequéncias de EST mostrou que &o regermediaria (57-71) que
apresenta maior convergéncia na Art v 1 é basteonservada entre estas espécies
citadas (Figura S1- Material Suplementar). Sabgtse outras plantas da familia das
Asteraceas s&o0 potenciais produtoras de alergesfsH interessante que os residuos
K4 e K55 da superficies | de interacdo com IgEcfAtservados entre estas sequéncias.
Portanto, é possivel que outras plantas expresgaginas potencialmente alergénicas.
A funcdo da Art v 1 emArtemisia vulgarisé desconhecida, no entanto, é bastante
plausivel que esta proteina possa ser uma deferssthae que o dominio rico em
prolinas participe da funcdo de defesa. A semelhargm a proteina Dm-Ampl
(S66221) RS-AFP1 (1AYJ) e Ah-Ampl (1BK8), conhesidcomo proteinas
antimicrobianas sugerem esta funcéo para Art vabeSe que mucinas, por exemplo,
presentes na saliva humana, sdo potentes bachsrieiddo compostos de repeticdes
poli-prolina (T-T-A-A-P-P-T-P-S-A-T-T-P-A-P-P-S-S-&PP —Mucina 2) formando
hélices do tipo Il (Krane S, 2008; Antonyraj K &t 4998). A hip6tese da Art v 1 atuar
como uma proteina antifingica e/ou antibacterianatd e sendo testada

experimentalmente.

Caracteristicas da Dindmica da Artv 1

A dinamica dos alergenos tem sido pouco relatadmneente um trabalho mostrou a
dindmica de epitopos (Naik M et al., 2008). A diméanda cadeia principal de dois
alergenos foi reportada até o momento: Bet v 4 dieker et al., 2004) e Blo t 5 (Naik
M et al., 2008). De acordo com os parametros denor(®) reportados para a Art v 1 o
dominio defensina apresentou valores altos, indeaser bastante estruturado. Ja o
dominio rico em prolinas apresentou uma maior lfiéigade com valores em torno de
0,2. No entanto, valores intermediarios sdo obsewaara a regido de S56 a A60. De
acordo os valores reportados para o desvio dosadsentos quimicos em relacdo a
aminodcidos livres da Art vl (Razzera et al., 2088pere-se uma regido randémica

para este dominio a partir do residuo 90 e commoaitem de 57 a 89. Até 0 momento,



este € o primeiro relato de uma proteina semeltedefensinas de plantas que possui
uma regido mais flexivel compreendendo quase adeeias aminoacidos da molécula.
As evidencias sugerindo que a troca conformaciest relacionada com importantes
processos bioquimicos em proteinas vem crescerstianba (Henzler-Wildman e Kern,
2007 ; Boehr et al., 2006; Valente et al., 20063 #@nalises feitas com base no
formalismo “livre de modelo™ de Lipari e Szabo @upe Szabo, 1982 a, b) prevéem
troca conformacional no primeitoop do dominio defensina (T9, K11, S14 e D18), nos
residuo E45, S46 e F48 da beta 3 e nos residugs66%968 do dominio de prolinas. E
interessante que dos residuos que estdo em traéarroacional, quatro pertencem a
superficies do mapeamento de ligagdo a IgE (S18, B45 e S46) e a T9 também
envolvido em troca é vizinha do residuo K8 tambélacionado a interacao.

O epitopo de célulasBe Tna Artv 1

A determinacgdo do epitopo de célula B é de gramg@itancia para o desenvolvimento
de vacinas hipoalergénicas. Somente trés epitopageawos estruturalmente sao
encontrados na literatura (Mirza et al., 2000; Ratlan et al., 2007; NaiK M et al.,
2008). O epitopo do alergeno Blo t 5 mapeado pdKNa et al, 2008 mostrou-se
descontinuo, apresentando duas superficies degaterdo residuo L43-K-47 e K54-
R57 localizados nas hélices A e B do dominio datBloNo alergeno de pdlen Bet v 1,
estudos cristalograficos do complexo entre o atergeanticorpo monoclonal IgG1 Fab
(Bet v 1- mAb BV16) mostraram um epitopo principlal residuo E42 a T52 e uma
outra regido envolvendo os residuos R70, D72, ¥88e K97 (Mirza et al., 2000). A
mutacdo E45S é capaz de abolir completamente gabigde mADb e reduzir a interagédo
em de IgE policlonal humano em 50% (Spangfort.e28I03). Percentuais em torno de
50% sé&o obervados para a inibicdo de IgEs polidoieta com mAb (Padavattan et
al., 2007; Mirza et al., 2000; NalK M et al., 2008gara os experimentos de interacao
com IgE utilizamos anticorpos policlonais extraidlsssoro de 50 pacientes (descrito
em material e métodos). Este é o primeiro trabalholiteratura que utiliza esta
metodologia para 0 mapeamento de epitopos de seéRil@m nivel atbmico. Trés
superficies sdo observadas. A primeira é formadagstduos que obtiveram as maiores
perturbacdes do deslocamento quimico, envolvend@siduos, S3, K4, K55, S56 e
A63 (Superficie 1). A segunda envolvendo os amima D18, E45, G75 (Superficie
[I) com um residuo que sofre maior alteracao (E48ina terceira, com 0os aminoacidos,

S46, S14, D18 (Superficie 1) composta somente peeturbacbes pequenas do



deslocamento quimico. As superficies observadasna®omo apresentado para Bet v 1
e Blo v 5 sdo descontinuas e envolvem residuosgaados como K4, D18, R40, E41,
E45 e K55. Apesar de serem conhecidos somenteitbpep de ligacdo a IgE. Estudos
através de modelagem molecular de 433 alergenag(®e et al., 2008) sugerem que
residuos de lisina sdo os mais comumente encostracgiosuperficies de interacao.
Experimentalmente também tem sido mostrado a psépedestes residuos interagirem
com IgE (Gehlhar et al., 2006). O alinhamento dgiéacia (figura 1) mostra que entre
as duas regides do epitopo da Art v 1 metade ddduas ndo sdo conservados (3, 18,
45, 46, 55, 56, 63). A outra metade apresentasatidaridade com outras defensinas
homélogas (4, 8, 14, 40, 41 e 50). Vale ressajteg a K55 é conservada entre
sequéncias similares a Art v 1 encontradas em bBashealados de ESTs (Figura S1 —

Material Suplementar).

A andlise feita com o programa PEPOP (Moreau et28l08) para a predicdo de
epitopos encontra quatro segmenteoa 6 residuos) no dominio defensina da Artv 1: 1-
7; 27-31; 38-45 e 51-55. Com isso, 0 programa PERP®@¥ que os epitopos possiveis
para o dominio defensina da Art v 1 residem: n&oely-terminal e primeira beta (1-7),
que contém dois residuos da superficie | de ineraga porcdo final do dominio
defensina (51-55) que contém os demais residutesfde interacdo da superficie | e no
segmento de 38-45, que contém o residuo 45 dafmigdl e os residuos 40 e 41 da
superficie lll. Regibes que corroboram com as nmdgegela interacdo com IgEs
policlonais, especialmente a superficie I. Umaauegido também foi identificada
(27-31), parte central do conhecido epitopo delagld da Art v 1 (25-36) (Jahn-
Schmid B et al., 2002), onde os residuos criti@ya p reconhecimento do epitopo séo
C26, 127, E28, W29, E30 e K31 (Jahn-Schmid B et 2005). E possivel que a
acessibilidade desta porgao central seja um poatoedonhecimento para enzimas
envolvidas na clivagem e exposicao do epitopo irdonmonante. A partir dos 4
segmentos previstos pelo programa PEPOP, 3 forapeadas neste trabalho e um

deles esta de acordo com o epitopo de células T.

Andlise da forma nativa da Art v 1
A partir de extratos de pélen de Artemisia vulgaass diferentes isoférmas encontradas
para nArt v 1 foram purificadas. Basicamente afoistas encontradas para Art v 1

variam em residuos do dominio rico em prolinas ms$duos A68S, S78P, G83S,.



A90V, VI97A e T107A, | ou G. Essas modificacbes pame ndo influenciar a ligacdo a
IgE de pacientes sensibilizados por pélemdailgaris A parir da construcao isolada
do dominio defensina (1-56) e do dominio de prglif&/-108) o dominio de prolinas
parece ndo participar do epitopo principal de eslUB (Dedic A et al., 2009). No
entanto, sabe-se que alguns pacientes alérgicosvalAeagem com a forma nativa do
alergeno e ndo com a sua forma recombinante (Himilgl., 2003). De acordo com as
modificacdes encontradas (com base nos carbonddrag@éniosa) entre a Art v 1
recombinante e o conjunto de isoférmas nativasgditerse que as alteracbes nao
ambiguas nos residuos C6, K8, A42, Y50, C53, SB®% devido as glicosilacdes,
indicam mudancas estruturais em regides importaptga a interacdo com IgE
policlonais. Os volumes ocupados pelos arranjogalactose e arabinose do tipo lli
(Leonard R et al., 2005) estariam provocando muakargstruturais em residuos
envolvidos nas superficies de interacdo com IgEstnados neste trabalho (8, 50, 56 e
63) ou estariam na vizinhanca deles (6, 53 e 42d&dos apresentados por Dedic et al.
(2009), mostrando que o dominio defensina (1-56) principal responsavel pela
ligacdo a IgE, estdo em concordancia com estadspptpois a formacdo de uma
superficie de interacdo com IgE somente a partdaioinio de prolinas (57-108) € bem
pouco provavel. Por outro lado, quando expresst¢ojwom o dominio defensina,
formaria uma estrutura (elmop) que pode contribuir para a alergenicidade. Nease,

os residuos A63 e eventualmente G75 e H108 tamlo&tanp contribuir para estas

diferencas observadas entre os pacientes alé@iosiigaris

Implicagbes para a Imunoterapia

A imunoterapia utilizando alergenos modificados @sdr uma alternativa as terapias
empregadas até o momento, pois frequentemente bs@rvadas reacdes anafilaticas
devido as altas doses de antigeno aplicadas quextidaos sdo usados (Larché et al.,
2006; Niederberger e Valenta, 2006). Estes extrdtodontes naturais apresentam
algumas desvantagens, como a presenca de compuitosdentificados, grande
variabilidade na amostra, e a contaminacdo comouiergenos de outras fontes
(Valenta e Niederberger, 2007). A utilizacdo de un@écula modificada do alergeno
Art v 1 que reduza sua alergenicidade e mantenmeaanhecimento a células T seria
uma boa alternativa para o futuro desenvolvimertarda vacina hipoalergénica. Neste
trabalho resolvemos a estrutura e avaliamos a d@agpor RMN do principal alergeno

encontrado no polen datmisia vulgaris(Art v 1). Mostramos um epitopo descontinuo



de reconhecimento a IgEs policlonais extraidos aldeptes alérgicos A.vulgaris e
podemos especular aqui que a substituicdo de oesidarregados pertencentes ao
epitopo de ligacdo a IgE (K4, K8, D18, R40, E415Ee K55) podem facilitar o
desenvolvimento de vacinas hipoalergénicas. A@edis que as informacdes
apresentadas neste trabalho podem contribuir pat@atamento imunoterapico de

doencas alérgicas.
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DADOS SUPLEMENTARES

Tabela S1 Parametros do Modelfree para Art v 1
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Figura S 1.Alinhamento de sequencia primarida do Art v 1 cddT EExpressed

sequence tagsemelhantes a Art v 1. As ESTs selecionadassmrrelem a proteinas

que possuem o dominio rico em prolinas. As seqaém2ivV116026 e DY835145

correspondem a sequéncias das espéaigsica serriolae Taraxacum officinale

respectivamente. Residuos em vermelho represemtgraogyconservados pertencentes

ao epitopo de ligacédo a IgE mapeado para Art vriakul, prolinas conservadas

pertencentes a regiao estruturada do dominio ncprelinas.
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Neste trabalho caracterizamos novas defensinasm&adas no genoma de cana-
de-acucar. Existem, ainda, poucas caracterizaggiaggais de defensinas de plantas
na literatura, principalmente caracterizacdes dwrdica molecular que sdo pouco
reportadas para peptideos antimicrobianos. A bpscaovas defensinas em bancos de
dados de EST é uma boa maneira de elucidar agexdsticas estruturais importantes
para a funcédo das defensinas. O projeto SUCESTHEBRIP gerou um banco de dados
de EST de cana-de-acUcar e, através de uma buspaopeinas similares a defensinas
de plantas, seis sequéncias foram identificaddscl&®wemos e caracterizamos quatro
proteinas. Algumas destas defensinas apresentéiradade contra fungos, mostrando-
se defensinas ativas do genoma de cana-de-acutarés de andlise filogenética
sugerimos um modo de anotar sequéncias de defensmagenomas agrupando as
sequéncias com base em relagbes evolutivas. Andileds caracterizadas foram
agrupadas com defensinas da familia Poaceae maAnbdropogoneae. Estas novas
proteinas identificadas serdo importantes alvoa figuros estudos estruturais que ja

estdo em andamento no Centro Nacional de Ressridagi@ética Nuclear da UFRJ.
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O genoma délerbaspirillum seropedicageuma bactéria fixadora de nitrogénio
de grande importancia econémica no Brasil, foi mem@ente sequenciado através do
projeto GENOPAR (genoma do parana). Hemoglobiretebianas, pertencentes a
uma nova familia, foram encontradas neste genorostramdo caracteristicas distintas
nos residuos de coordenacdo do heme. A funcdosdestaoglobinas em bactérias é
bem pouco conhecida. No entanto, tem-se sugeritidés como sensores de oxigénio,
protecdo a estresse nitrosativo e oxidativo. Aint#o foi reportado nenhum
envolvimento entre uma hemoglobina bacteriana e examismo de fixacdo de
nitrogénio. Caracteristicas desta familia de heolobghs (hemoglobinas truncadas)
indicam que essas proteinas, avidas por oxigéoerp atuar como peroxidases. Em
hemoglobinas d®licobacterium tuberculosipodem atuar no interior de hospedeiros,
apos infeccdo, como moléculas importantes na agfpta este novo ambiente. Neste
artigo, caracterizamos uma hemoglobina truncadad deropedicaeque apresentou
caracteristicas de uma hemoglobina com alta exfpmsip grupamento heme e com
grande capacidade de degradar perdxido de hidimgignforma semelhante ao heme
livre. Andlises por RMN e espectrofotometria mastna que a proteina apresenta uma
transicdo da formaquametno estado férrico para forma hexacoorderiadaspin no
estado ferroso. Isto indica que no estado férricgrgpamento que ocupa a sexta
valéncia do ferro ndo esta fortemente ligado comarre em outras hemoglobinas
hexacoordenadas. Através de modelagem moleculasegoimos relacionar o0s
grupamentos provaveis de ligacdo ao heme e propanadelo de ligacdo do heme no
estado féerrico e ferroso. A funcao destas hemoggsbhexacoordenadas ainda ndo esta
clara, mas acreditamos que este trabalho € um copaga futuros estudos estruturais e

funcionais.



DISCUSSAO GERAL E PERSPECTIVAS



Neste topico do trabalho seréo discutidos temasriraptes na area de biologia
estrutural para os modelos bioldgicos estudaddsa hese. Alguns dados, ainda bastante
preliminares, serdo também apresentados paraailudiscussdes e apontar futuros

projetos.

1. Enovelamentos protéicos conservados com baixandaridade de sequéncia

O dogma central da biologia estrutural diz que éesgario uma proteina
enovelada para exercer uma funcao biologica. Bséfa tem sido discutida nos ultimos
anos, pois encontrou-se muitas estruturas sem wvekyxmento definido capazes de
desempenhar diversas funcdes biolégicas (Wrightysol 1999; Tompa, 2000;
Henzler-Wildman e Kern, 200.70 enovelamento protéico muitas vezes € conservad
entre diferentes familias de proteinas. Além dipsateinas com enovelamento protéico
conservado muitas vezes apresentam funcfes bagieatsificadas, pois as superficies
de interacdo, ou seja, os aminoacidos expostomassuliversas posi¢cdes na estrutura.
Portanto, mesmo um enovelamento bem definido padeinair diversas funcdes
(Almeida et al., 2002). Estas estruturas que possum enovelamento conservado
muitas vezes apresentam baixa homologia de se@i@naiaria, como 0 caso classico

das hemoglobinas, também observado para as dedsr{sif).

1.1 O enovelamento de Defensinas de plantas

O enovelamento de defensinas de plantas € chaneadf.dEste enovelamento
€ composto por um&hélice e trés fitas beta antiparalelas num arrpafjf e apresenta
um motivo estrutural chamado CSty¢teine-stabilized-helix) composto por um par
de residuos de cisteinas separados por uma segi@ipeptidica (Cis-X-X-X-Cis)
(Thomma et a) 2002). Os autores Yount e Yeaman (2004) sugerearhguma regido
nos dominios defensina capaz de distinguir se woizipa € ou ndo antimicrobiana.
Esta assinatura estrutural, que possui somentectkiagias e uma glicina conservadas,

foi chamada de-core (Figura 11).
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Poptide Family
a-Defansin
p-Defensin
Insect Defensin
Insect CS-af
Plant CS-af
Crustacea CS-up
levo-Protegrin
Defensin-like
Gaegurin
Tachyplesin
Polyphemusin
leva -Mytilin
levo-Gomesin
fevo-Thanatin
lavo -AFP-1

Figura 11. Estrutura de sequéncia primaria da assinajtrare e a regido da estrutura no dominio

Defensina que é formada por duas fitas betas aalgbas ligadas por utoop (Figura extraida de Yount

e Yeaman, 2004)

Caracterizamos neste trabalho, proteinas que pertea familia das defensinas

e resolvemos a estrutura de um alergeno com emogpta de defensina chamado Art v

1. As sequéncias caracterizadas de defensinasydadeaacucar SD1, SD3 e SD5 (com

atividade antifungica - DePaula et al., 2008), mssbmo a Art v 1, possuem a

assinatura-core A semelhanca estrutural da Art v 1 com outrasginas antifingicas
Dm-AMP1 deDahlia merckii(S66221), Rs-AFP1 deaphanus sativuLAYJ) e Ah-

Ampl de XX (1BK8), sugere fortemente que esta jpmatseja antimicrobiana (Figura

12) (Razzera et al., 2009b). Experimentos prelmds mostraram que a Art v 1

apresentou atividade contra o fungasarium solani(dados ndo mostrados). Uma

maior caracterizacdm vivo precisa ser feita, incluindo outros testes angjitos e

testes antibacterianos. Contudo, € um bom indicatesrque a Art v 1 desempenhe esta

funcdo emArtemisia vulgaris



Figura 12. Estrutura da Art v 1 sobreposta a defensinalargita Rs-Ampl em verde (PDB:1AYJ). A

regido da assinatugacore esta representada em vermelho na estrutuke adl.

No entanto, é importante lembrar que as defengileaplantas agem em ao
menos dois tipos de receptores, na membrana eod#mtrélula (Thevissen et al.2000;
2003; Aerts et al. 2006; Lobo et al. 2007). Poo,igsprovavel que, apesar da assinatura
y-core indicar uma semelhanca estrutural, as defensioasam apresentar diferentes
superficies de interacdo com seus respectivos taresp envolvendo mecanismos de

acao distintos.

Nesta mesma perspectiva, uma atividade de defesagpeegido das caudas
encontradas em algumas defensinas tem sido propd&iadiscussdo apresentada no
artigo 2 (Razzera et al.,, 2009b), sobre a Art wigesmos que, devido a atividade
antimicrobiana apresentada por algumas proteinaisregides poli-prolinas como as
mucinas (T-T-A-A-P-P-T-P-S-A-T-T-P-A-P-P-S-S-S-A-PRlucina 2) (Krane S, 2008;
Antonyraj K et al., 1998), por exemplo, seria plaasque a Art v 1 apresentasse uma
atividade semelhante (Krane S, 2008; Antonyraj Klet1998). E interessante notar que
as defensinas que apresentam uma cauda além dmiodmeim ordenandaf sao
proteinas florais, como o caso da SF18, Art v DNe&D2 e Dm-AMP1. Qual seria a
funcéo destas caudas? Ainda é dificil respondes, gmucos trabalhos foram relatados
(Zeliccurt et al. 2007, Tavares et al. 2008). Anmira estrutura de um dominio
defensina com uma cauda esta sendo reportadatesstadlguns autores sugerem que
estas caudas poderiam ser responsaveis pelo diaevémto da proteina aos vacuolos

celulares. Foi sugerido também que algumas regidedominio defensina ficassem



protegidas devido a presenca da cauda, tornandueina menos reativa aos tecidos da
planta (Lay et al., 2003). Se essa ultima hipéessiwer correta, a estrutura da Art v 1
pode revelar quais sdo os residuos menos acessivesolvente. Na figura 13,
mostramos o0s residuos protegidos com base naueatmdportada da Art v 1. Foi
interessante verificar que, dos 8 residuos da cdegaolinas que encobrem o dominio
defensina (L5, C6, K8, N19, H34, A36 e Y50), 5afor mapeados quando analisamos
as diferencas entre a forma nativa e recombin&teK7, K8, Y50 e H34). Isto sugere
que a superficie de contato da cauda sobre o doméfensina, parece ser a mesma na

proteina nativa e na recombinante.

Figura 13. Superficie de contato entre o dominio de prolde#rt v 1 e o dominio defensina. Em A, os
dois dominios estdo normalmente sobrepostos, serd® prolinas colorido em verde. Em vermelho,
estao identificados os aminoacidos onde o domieiprdlinas toca a superficie defensina. Em B, estes

aminoécidos identificados séo melhor visualizadgsra sem o dominio de prolinas sobreposto.

Com a clonagem e o re-enovelamento de quatro defande cana-de-acgucar,
abriu-se muitas possibilidades de estudos estistiudadeterminacdo da estrutura e
dindmica destas moléculas pode ajudar a entend#émomeuais residuos estao
participando das interacdes com membranas bio®giEstes trabalhos estdo em
andamento no laboratério BioNMR do Centro Naciodal Ressonancia Magnética
Nuclear, CNRMN — UFRJ. Outros trabalhos podem sgesdos, como o estudo dos
dominios isolados da Art v 1 (ja subclonados patliDet al. (2009) — colaboradores do
CNRMN). Tanto estudos estruturais do dominio ddimae (57-108) quanto estudos
antimicrobianos seriam necessarios para compreaglenecanismos de defesa nas

defensinas florais. Além disso, a proteina natwafipada da planta (glicosilada) pode



participar dos processos de reconhecimento aoptoges de membrana dos diferentes

patdégenos e deve ser investigada.

1.2.0 enovelamento de Globinas

As hemoglobinas representam o enovelamento pooté@is antigo que deu
inicio a biologia estrutural de proteinas. A estratcristalografica da mioglobina e da
hemoglobina foram as primeiras a serem determinpdaKendrew et al. (1960) e
Perutz et al. (1968), respectivamente. O enoveltnegdsico de uma globina consiste
normalmente de seis a oishélices (A-H) encapsulando um grupo protestétiemén
(Royer te al. 2001). Este enovelamento, no entgatdpi encontrado em diversos
organismos formando diferentes familias protéicasa flavohemoglobinas, formadas
por um dominio globina e outro que desempenha géfude ligacdo a FAD (flavina-
adenina-dinucleotideo); hemoglobinas nao-simbistiode plantas, ainda pouco
estudadas; as hemoglobinas simbi6ticas, chamad&syldemoglobinas, presentes em
altas concentracdes (mM) nos rizomas de leguminesasvolvidas na fixacdo de
nitrogénio; as hemoglobinas aceptoras finais deoslg de vias de oxi-reducéo; ou,
ainda, hemoglobinas de alguns invertebrados déeegxtremas sulfurosas, capazes de
ligar a sulfetos (Wajcman e Kinger 2002). Novaraeassim como as defensinas, as
hemoglobinas apresentam diferentes sequéncias r@ggmde aminoacidos com um

enovelamento conservado, assumindo diversas funcoes

Apesar de muitas estruturas terem sido resolvalasnamica molecular destas
novas familias de hemoglobinas tem sido pouco exgéo A hemoglobina Hs-trHb1
caracterizada no artigo 4 desta tese, apresentagtedsticas de uma proteina com
grande exposicao do grupo heme e reatividade xigerde hidrogénio semelhante ao
heme livre. Muitos genes de hemoglobinas truncpddstivas foram encontrados. O
enovelamento destas hemoglobinas apresenta unacteamadd® on 2 normalmente
com 20-40 aminoacidos a menos se comparado cortasscas Hbs de vertebrados
(Wittenberg et al., 2002). Através da modelagentadesstruturas podemos inferir que
o loop CD1 é bastante longo se comparado com outras Hebiogs truncadas
(Razzera et al. 2008). Estudos futuros da dinaaesteloop, provavelmente envolvido
na regulacdo da ligacdo a oxigénio, serdo imp@sapara o entendimento da funcéo

destas hemoglobinas em bactérias.



Infelizmente, devido a baixa estabilidade da H®frHguando ligada a
mondxido de carbono (condi¢do diamagnética imptetpara resolver a estrutura) ndo
foi possivel realizar estudos estruturais e de ndicé& desta molécula durante o
desenvolvimento desta tese. No entanto, outra helriog de H.seropedicaefoi
subclonada, com sequéncia primaria bastante sirailatHbl para os residuos de
coordenacao do heme, com dois aminoacidos distivagmsicdo E7 (S> A) e E11 (T
— L). Estudos de estabilidade (trabalho desenvohadualmente pela aluna de
mestrado Débora Baruh) mostraram que a proteimaas¢ém ligada a CO por varios
dias. De acordo com estudos de modelagem moleaulbrop CD1 é ainda mais
desordenado (Figura 14). Com isso a trHb2 passeer aosso alvo para estudos de
RMN.

Figura 14. Representacdo do sitio de ligacdo a heme feitavéstrde modelagem molecular para as
estruturas Hs-trHb1 e 2 deseropedicagmostrando em vermelho ®psCD1 que se diferenciam das

outras hemoglobinas truncadas. Em A, trHb1 e etmH®2 mostrando urtoop CD1 mais extenso.

E importante salientar que, associado aos dadostwesis, estudos funcionais

de ligac&o a oxigénio e outros ligantes como CO,eNtN, devem ser realizados.
2. A funcdo de hemoglobinas bacterianas
A analise filogenética das hemoglobinas truncattetb$) sugere que este grupo

seja formado por uma familia distinta separanddeseutras hemoglobinas bacterianas,

como flavohemoglobinas, Vetreoscilla Hb e outramdglobinas de plantas simbidticas



e ndo simbioticas (Vuletich e Lecomte 2006). Fretgmente elas coexistem na mesma
bactéria. Isto sugere que a funcdo das hemoglolinasadas seja também distinta
(Wittenberg et al. 2002). Tem-se proposto que asolgéobinas truncadas possam atuar
em processos de transporte e varredura de oxigénia detoxificacdo de NO (Fabozzi
et al. 2006; Lama et al. 2006; Garrocho-Villegasalet2007). Alguns trabalhos tém
mostrado que as trHbs podem funcionar como persaglé-éis et al., 2008; Hoy et al.
2008, Ouellet et al. 2007; Kvist et al. 2007). Nmssslados sugerem, também, que a
funcdo de peroxidase é bastante provavel paraHtg-tr-altam, no entanto, evidéncias

in vivo que reforcem essa hipotese.

As hemoglobinas truncadas possuem como caraataréstmum a alta afinidade
por oxigénio. A proteina Bs-trHbO d&subtilis € extremamente avida por oxigénio
apresentando uma constante de equilibrio paragéayde oxigénio (&) de 670QuM”

! enquanto outras globinas apresentam constantesramde 0,2, como a GLB3 de
A.thaliana(Giangiacomo et al. 2005). H& evidéncias que sigeque as hemoglobinas
truncadas HBO e HBN dd.tuberculosigpossam desempenhar um papel importante no
metabolismo celular durante situacdes de estrebgmria no processo de infeccéo da
bactéria. A presenca destas globinas é capaz daeoper 0 crescimento celular em
ambientes de estresse (Pawaria et al. 2008). Sabgueosituacdo semelhante ocorre
quando aH.seropedicagao infectar a planta hospedeira em um ambientxicdm,
realiza o processo de fixacdo de nitrogénio. De ¢t fatores de estresse a que estas
bactérias sdo submetidas é muito semelhante, addya@sn possuir de mecanismos
moleculares de adaptacdo a este novo ambientee Nestido, realizamos alguns
experimentos iniciais com a proteinas trHB1Hlseropedicagpara testar a capacidade
destas hemoglobinas de aumentar o crescimentacell bactériag.coli. Na figura

15 mostramos o efeito simples de crescimento hanterem células que contém a

hemoglobinas truncada trHb1.
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Figura 15. Crescimento celular de célul&scoli (BI21De3) expressando a hemoglobina truncada Hs-
trHb1 deH.seropedicaglem azul) comparado com o controle expressandtasmideo pET14b (em
preto). A trHb1l mostra um maior crescimento atidgir2.0 D.O em aproximadamente 8h comparado
com o contole que atinge somente 24h depois. Acélda expressdo com 0.5mM IPTG foi feita em 1.0
D.O.

Estes dados, ainda preliminares, sugerem que asgh@mmas truncadas de
H.seropedicagpodem desempenhar um papel semelhante as trHWstulgerculosise
importante para o processo de fixacdo de nitrog&t#® o momento, nenhum trabalho
mostrou que uma hemoglobina bacteriana estejaiopbta a um processo simbidtico
de fixacdo de nitrogénio. Acreditamos que estudomdtacao ou delecdo destes genes
devem apontar a importancia dessas hemoglobinas.senopedicacAlém disso, séo
grandes as aplicacbes biotecnoldgicas de hemogkbbacterianas. Sabe-se que
hemoglobinas e flavohemoglobinas tém sido usadas pamentar o crescimento
celular em processos industriais (Koskenkorva eR@05). Portanto, as globinas de
H.seropedicaesventualmente podem ser usadas para o desenvotoide bactérias e

fungos com alta capacidade de crescimento.

3. Dinamica molecular associada a funcao biologica

Muitos processos bioldgicos, como reac¢des enziagtigor exemplo, ocorrem
na escala de tempo de micro a milisegundos. Aldratsalhos tém sugerido que a
dindmica conformacional de uma enzima nesta edeal@mpo pode ser associada a sua
acao catalitica, como mostrado para a enzima tickbfA (CypA) (Eisenmesser et al.
2002) e adenilato cinag®Volf-Watz et al. 2004). A dinamica de proteinapaatir
destes trabalhos passa assumir uma nova perspacsvarocessos bioquimicos. Ha



evidencias de que os processos de ligacao entecutas, como a interacdo proteina-
proteina, possam ser relacionados aos movimentsslele troca conformacional e,
portanto, seria possivel identificar essas regifiegoca mesmo na auséncia do ligante
(Henzler-Wildman e Kern 2007No entanto, algumas questfes sobre a plasteidad
conformacional ainda precisam ser respondidascipaimente como e por que a
transicdo conformacional ocorre. A figura 16 ilastis escalas de tempo mencionadas

nos processos de transicao conformacional de uoteipa.

Energia Livre, G

Conformacgdes
Flexibilidade local Movimentos coletivos
Vibraglo das Rotagéo de cadeias  poimento de domineos
ligages B laterais o .
| fs [ ps[ns [ ps [ ms | s |

Figura 16. Diagrama de energia definindo a amplitude e asdal tempo dos movimentos de uma
proteina. O diagrama mostra as barreiras energétimma cada tipo de movimento. A troca
conformacional é definida como a transicdo enttades de A a B na escala gea ms (figura adaptada
deHenzler-Wildman e Kern, 2007

Algumas técnicas tém sido usadas para medir essBSmeBNtos como
flurescencia (FRET -floorescence resonance energy transeerstopped flow e
microscopia de forca atdbmicaEnquanto esses métodos mostram 0s movimentos
globais da molécula, ou a dindmica de locais eBpesj a RMN de proteinas em
solucdo permite a investigacdo de multiplos locaiproteina de forma simultanea na
escala de tempo de picosegundos a horas ou mesas\@Rdiimer, 2001; Palmer et al.
2001).



O ajuste dos dados de dinamica obtidos nesta Agigq( 2) através da analise
por model free nos permitiu avaliar os processos dinamicos davAr E interessante
que os dados reportados mostraram que em ao memsediduos pertencentes ao
chamadoy-core de peptideos antimicrobianos, E45 e S46 apresemdicativos de
troca conformacional, ou seja, apresentam movinsefgntos na faixa de micro a
milisegundos. Esta foi a primeira analise da dimammolecular feita por RMN
reportada para o enovelamento de defensinas depldendo assim, a dinamica de
outras estruturas deve ser analisada para quessampa@ssociar 0s movimentos lentos
do y-core a uma funcdo antimicrobiana. Além disso, outrgides apresentaram troca
conformacional, como o primeitoop da Art v 1, que podem também estar associadas

a funcdes biologicas.

4. Estruturas desordenadas e os métodos semi-autaimados de calculo em RMN

Os NOEs detectados nos epectors de NOESY (Nucleserhauser
Enhancement Spectgroscdpgao o resultado da relaxacao-cruzada devidteeagbes
dipolo-dipolo entre pares vizinhos &ins nucleares (Withrich, 1986). Através da
identificacdo destes NOEs obtemos as restricoesstincia utilizadas nos calculos em
RMN. No sentido de aumentar a velocidade dos a@cde RMN processos semi-

automatizados foram desenvolvidelermann, T et al., 2002 a,b).

A resolucéo de estrutura do alergeno Art v 1 porNRMermitiu com que
entrassemos em contato com estas técnicas semidtidas no laboratério BioNMR
do CNRMN. De acordo com a nossa experiéncia, ogranomas semi-automaticos
ATNOS/CANDID, funcionando junto ao CYANA 2.1, sdeatmente eficientes. No
entanto, inicialmente estruturas pouco provaveisanio geradas, mantendo o
enovelamento esperado, porém, apresentando prableuento a geometria e ao
pareamento de fitas beta no enovelamem{® de defensina. Foram necessarios,
portanto, adicionar durante o célculo algumas odéshidrogénio e angulos de tor¢ao
® e y gerados pelo programa TALOS (Cornilescu et al.919®e acordo com a
literatura, € comum a utilizacdo destes recursos paélculo de estruturas por RMN

(Naik M et al., 2008). Quando o enovelamento fogetradicional, porém, algumas



precaucdes devem ser tomadas, principalmente modesagstruturas nao globulares e

flexiveis.

Os autores Saccenti e Rosato (2008) comentam gamanguando diferentes
laboratorios estdo usando as mesmas medidas, fitequente os dados sdo computados
de forma distinta ou sdo acessados usando critétibgetivos e nao-reprodutivos.
Portanto, € bem possivel que quando submetidosediés métodos estatisticos os
dados sejam assinalados com diferentes niveis @agde. Além disso, violacdes de
residuos e RMSDrgot mean square deviatiptém-se mostrado métodos inadequados

para avaliacdo de qualidade estrutural (Spronk 2083).

Para evitar os problemas reportados, recorremasa avaliagdo manual dos
NOEs adicionados pelo programa ATNOS/CANDID, tedtarser conservadores ao
caracterizar a a regido flexivel da estrutura davAr. Reforcamos a necessidade desta
avaliacdo, mesmo que envolva um maior tempo desandvitando que erros sejam
cometidos. Saccenti e Rosato (2008), através de detadhada andalise dos métodos
disponiveis para avaliar a qualidade de estrutwagerem que a analise “simples™ de
distribuicdo doplot de Ramachandran € uma das melhores maneiras fizesea

avaliacdo da qualidade dos dados.



CONSIDERACOES FINAIS

Esta tese possibilitou a abertura de novas fredéesrabalho no campo da
biologia estrutural: novas proteinas de cana-deaacUforam caracterizadas; a
determinacao da estrutura 3D do allergeno Artprdporcionou novas possibilidades
de estudo da relacéo entre dindmica e epitoposld&g imunogénicas; e a perspectiva
de estudar a funcéo antimicrobiana da Art v 1 gaser muito interessante pelo fato de
ser umadefensin-likecom dois dominios. Além disso, uma nova linha degpisa de
hemoproteinas foi desenvolvida no CNRMN. A carazégéio destas proteinas
paramagnéticas foi bastante ardua, necessitandaswgizes a ajuda de especialistas na
area como prof. Alejandro Vila (Universidad de RasaDr. Flavio Lara (Fiocruz) e o
prof. Marcus de Oliveira (IBQM — UFRJ). As sugestde comentarios destes
pesquisadores foram muito importantes para a egg dos experimentos do Artigo 4
desta tese. Atualmente os trabalhos com as de#ansie cana-de-acglcar e com as
hemoglobinas délerbaspirilum seropedicaenvolvem um aluno de Doutorado, um de
Mestrado e um aluno de Iniciagcdo Cientifica. A wdstia da defensina SD5 ja foi
resolvida e a hemoglobina mais estavel Hleseropedicae(Hs-trHb2) esta sendo
caracterizada por RMN sendo que os experimentosadeacdo isotopica ja estdo sendo

realizados para a determinacéo estrutural.
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