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Resumo

A tripanossomose africana, ou doenga do sono, como é popularmente conhecida, atingiu
25 mil pessoas s6 em 1995. Estima-se que a doenga seja responsavel pela morte de
10.000 pessoas a cada ano, segundo os dados da Organizagdo Mundial da Saude. Sua
distribuicéio € exclusivamente africana, devido ao fato de sua transmissdo depender da
Tsé-Tsé, mosca do género Glossina que encontra 14 condi¢des favoraveis para sua
proliferagdo. Atualmente os medicamentos existentes nio sdo eficientes e devem ser
ministrados em doses altas, provocando graves efeitos colaterais. O parasita
Tripanosoma brucei, na forma encontrada no sangue dos mamiferos (tripomastigota), é
o responsavel pela doenga e, assim como toda a familia Trypanosomatidea, é altamente
dependente de glicose. Esses parasitas consomem a quantidade de glicose equivalente a
sua massa em aproximadamente sete horas. A via glicolitica torna-se, portanto, chave
para o desenvolvimento de inibidores que possam ser utilizados no combate a estes
parasitas. Nesse sentido, temos realizado estudos com a enzima glicose-6-fosfato
isomerase (glucose-6-fosfato isomerase; Phosphoglucose Isomerase PGI; EC 5.3.1.9),
responsavel pela isomerizagio reversivel da D-glicose-6-fosfato e D-frutose-6-fosfato e
participa na glicélise como a segunda enzima da via. Os trabalhos realizados até aqui
culminaram na sua expressdio em forma recombinante, purificacfio através de coluna de
afinidade, e caracterizagbes enzimaticas. Sua atividade especifica foi determinada
através de métodos ja estabelecidos encontrados na literatura. O ICs da enzima frente a
quatro inibidores da reagéo foi determinado. O trabalho finaliza com a construgéio de um
modelo estrutural da enzima determinado através de métodos de modelagem molecular

por homologia.
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Abstract

The African trypanosomiasis, or sleeping sickness as is popularly known, affected 25
thousand people only in 1995. It is estimated that the disease is responsible for 10
thousand deaths per year, according to data provided from the World Health
Organization (WHO). The distribution of the disease is exclusively African due to the
transmission being dependent on the tsé-tsé vector. A fly, belonging to the Glossinia
genus, finds in the African continent favorable conditions for its proliferation. Presently
the existing drugs are not efficient and have to be applied in high dosage, resulting in
severe side effects. The bloodstream form (tripomastigote) of the parasite Trypanosoma
brucei is responsible for the disease and such as the whole Trypanosomatidae family is
dependent on glucose. Those parasites consume a quantity of glucose equivalent to its
mass in approximately seven hours. This characteristic results in the glycolitic pathway
been a key target for drug development against those parasites. In this direction we are
developing research with the enzyme glucose-6-phosphate isomerase (Phosphogiucose
Isomerase PGI; EC 5.3.1.9) responsible for the reversible isomnerisation of D-glucose-
6-phosphate and D-fructose-6-phosphate. PGI participates as the second enzyme in the
glycolytic pathway. The work developed so far resulted in the expression of the
recombinant form of the parasite PGI, its affinity purification and enzimatic
characterization. The specific activity was determined with established methods. The
IC50 of four inhibitors was determined and a structural model of T. brucei PGI was built

by molecular modeling techniques.
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1.1) Tripanossomose Africana

A doenga do sono foi descrita desde 1800 como doenga do homem, entretanto
seu agente etiologico s6 foi estabelecido um século depois. Em 1907, Forde foi o
primeiro a identificar o Trypanosoma brucei (T. brucei) no sangue de um europeu no rio
Gambia [Pessoa, 1969]. Os agentes etiologicos da enfermidade sdo os protozoarios do
género Trypanosoma (Figura 1.1), transmitidos ao hospedeiro mamifero através de

picadas de Tsé-Tsé do género Glossina ao se alimentarem do sangue de suas vitimas.

FIGURA 1.1 - Microscopia eletrénica de varredura
do parasito  Trypanosoma  brucei  colorida
artificialmente [Wellcome News #23, 2000].

Os focos da doenga se distribuem em uma vasta area do continente Africano em

»

duas formas: Tripanosoma brucei rhodesiense, encontrado geralmente no leste do

continente; e Tripanosoma brucei gambiense, ocupando a parte central. A doenca esta
restrita a esse continente pelo fato de sua transmissdo depender do vetor, a Tsé-Ts€, que

encontra nessas regides condi¢des favoraveis para sua proliferacéo.
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Sem um tratamento adequado, ambas as formas (I. b. rhodesiense ¢ T. b.
gambiense) sio fatais, sendo que a forma T. b. rhodesiense leva suas vitimas & morte em
um prazo de aproximadamente um ano [Rey, 1991].

A Organizagio Mundial da Saude classificou as dreas atingidas em quatro
regides distintas, sendo elas: regides epidémicas, onde sdo registradas um grande
ntiimero de casos; regides de alta endemia, onde o nimero de casos esta aumentando;
regides de baixa endemia; e regides de risco onde ha pouco ou nio ha registro da
doenga. O mapa abaixo (Figura 1.2) apresenta a distribuicdo geografica da doenga de

acordo com as regides mencionadas.

FIGURA 1.2 - Distribuigio geografica da
doenga do sono nos paises do continente
Africano

Segundo os dados mais recentes da Organizagdo Mundial da Satde, em
pesquisa realizada em agosto de 1999, 55 milhdes de pessoas vivem em regides
consideradas de risco, sendo que em 1995 foram registrados 25 mil novos casos nessas
regides. Estima-se que o numero de vitimas seja maior, devido ao fregiiente erro de
diagnésticos ou falta de acesso aos mesmos, uma vez que as areas mais atingidas se
localizam em regides de baixa renda per-capita. O nimero real de vitimas afligidas por

infecgdes por Trypanosoma brucei pode girar em torno de 300 mil.
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As moscas do género Glossina também transmitem outras tripanossomoses ao
gado e a fauna bravia, com forte impacto sobre as atividades agropecuarias, pois essas
parasitoses destroem impiedosamente os rebanhos de gados e muitos animais
domésticos. Reduz-se, em conseqiiéncia, a fonte de alimentagio protéica, e torna-se
muito dificil ou impossivel, em certas areas, o uso da forga animal na produgio e nos
transportes das zonas rurais atingidas por tais flagelos [Rey, 1991]. Em conseqiiéncia
desses efeitos, a doenga € apontada como o principal obstaculo para o desenvolvimento
dessas regides.

A doenga em humanos apresenta-se em duas fases: a primeira denominada fase
aguda, marcada principalmente por surtos de febre que podem durar 3 ou 4 dias, onde o
paciente refere-se a periodos de mal-estar, com dores de cabega (mialgias), vertigens e
dores articulares (nos casos mais tipicos, essa fase dura cerca de um ano); os casos nio
tratados passam para a fase cronica da doenga no segundo ano, onde os parasitas
invadem o sistema nervoso. Os sintomas da fase aguda intensificam-se, surgindo
transtornos nervosos e mentais progressivos, a prostragio, e por fim o coma e a morte.

Atualmente, os medicamentos existentes possuem certo grau de eficiéncia
quando os pacientes sdo tratados nas fases iniciais da doenga, durante a etapa de invasdo
do parasita no sistema nervoso. Entretanto, como se trata de regifes economicamente
pobres, raramente isso acontece.

A pentamidina, o nifurtimox e a suramina so eficazes durante a fase aguda
contra a forma gambiense, podendo ser usada contra a forma rhodesiense. Quando o

parasita ja invadiu o sistema nervoso central utiliza-se o melarsoprol.
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Todos esses medicamentos sfo considerados téxicos, causando efeitos
colaterais indesejiveis [Brown, 1975]. A pentamidina pode produzir hipertensio e
vOmitos. A suramina causa, entre outros sintomas, a fobia e danos renais. O melarsoprol
pode provocar danos ao miocardio, hipertensfio, célicas e outros efeitos colaterais.
Devido as condigbes de vida das pessoas das regiGes endémicas, os casos nio sio
tratados, ocasionando a morte dos pacientes. Estima-se que a doenga seja responsavel
pela morte de 10.000 pessoas a cada ano [World Health Organization, 1993].

O fato de ndo haver uma droga especifica e eficiente contra a doenga do sono e
os medicamentos existentes causarem sérios efeitos colaterais motiva o estudo para o

desenvolvimento de novas drogas.

1.2) O Planejamento Racional de Drogas baseado em Estruturas de
Proteinas

O planejamento racional de drogas tem como objetivo o descobrimento de
novos compostos baseado em detalhes estruturais de uma molécula alvo (enzima) e a
interagdo dela com pequenas moléculas. Informagdes estruturais em combinagdo com
métodos graficos capazes de revelar o volume acessivel, potencial eletrostitico e
hidrofobicidade do sitio ativo da enzima alvo, tém se mostrado uma ferramerita muito
eficiente no apoio a metodologia [Silva, 1999].

O conhecimento das propriedades quimico estruturais do sitio ativo da enzima
alvo pode ser usado para modelar pequenas moléculas que podem encaixar-se nesse sitio
(molecular docking) e atuar como inibidor da enzima. Uma segunda alternativa seria a

descoberta de um composto de partida com a enzima alvo, cuja analise constitui uma
4
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preciosa fonte de sugestdes sobre onde e como modificagdes podem ser feitas para
melhorar sua afinidade e seletividade para com a enzima. A descoberta de um composto
de partida € seguida pela descoberta da sua estrutura cristalografica em complexo com o
receptor, sua andlise constitui uma fonte de sugestdes sobre onde ¢ como modificagdes
podem ser feitas para melhorar a sua afinidade e seletividade para com a enzima. Além
disso, para que um inibidor possa ser aceito como droga, deve possuir determinados pré-
requisitos farmacolégicos. Portanto, a colaboragdo de pesquisadores experientes em
diferentes campos de atuagio e muito esforo computacional e experimental sfo
necessarios para que, a partir da estrutura de uma proteina alvo, através da busca de
inibidores e otimizagdo deles, se chegue a uma eficiente droga. E importante ressaltar
que, em todos os passos de otimizagdo de um determinado inibidor, a estrutura do
complexo com a enzima revela importantes informacgdes sobre melhorias a serem feitas.
Estima-se que o tempo médio para o desenvolvimento de uma nova droga € de 10 anos,
chegando a custar 100 milhdes de délares [Kuntz, 1992].

Até o momento, a técnica denominada difragiio de raios-X por monocristais é a
preferida para a obtengio de detalhes em nivel atdmico, que geralmente é requerido para
0 desenvolvimento de uma dada droga [Babu et al., 1995].

O desenvolvimento de novas drogas que sejam efetivas e menos téxicas requer
o conhecimento do ciclo de vida e dos mecanismos metabdlicos do 7. brucei e do
hospedeiro humano. O parasita tem um ciclo de vida complexo, tanto no vetor - uma
mosca do género Glossina-, como no hospedeiro mamifero, durante o qual se apresenta

de trés formas distintas: tripomastigotos, epimastigotos, e amastigotos.
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No sangue de hospedeiro mamifero a forma tripomastigota é predominante.
Uma caracteristica fundamental nesse estdgio de vida é a presenga de uma organela
denominada glicossomo, onde ocorre o metabolismo da glicose. Nesta forma a taxa de
consumo de glicose ¢ 50 vezes maior que a dos mamiferos [Wang, 1984], consumindo
quantidade de glicose igual & sua massa em aproximadamente 7 horas. Na forma
tripomastigota, a mitocondria foi reduzida a um canal periférico sem ciclo de Krebs
funcional, ndo possuindo também formas de estoque de energia metabdlica, como
carboidratos e moléculas com grupos fosfato de alta energia. Isto aumenta
tremendamente a vulnerabilidade deste organismo a compostos que venham a afetar o
ciclo da glicélise conforme observado por testes in vivo [Opperdoes; Borst, 1977] ¢ in
vitro [Clarkson; Brohm, 1976]. Um dos caminhos para o desenvolvimento de novas
drogas contra a doenga do sono ¢ explorar o fato de que, na forma sanguinea, o parasita
(tripomastigota) depende exclusivamente da via glicolitica como fonte de energia.
Portanto, compostos que bloqueiem a glic6lise podem matar o parasita, € poderdo ser
utilizados como drogas contra a doenga.

Com o objetivo de desenvolver novas drogas para combater doengas causadas
por Trypanosomas (T. cruzi, responsavel pela doenga de Chagas) e Leishmania (varias
espécies responsaveis pela leishmaniose), as estruturas tridimensionais de algumas
enzimas glicoliticas foram determinadas, como, por exemplo, a Gliceraldeido-3-fosfato
desidrogenase (GAPDH) de 7. cruzi [Souza et al., 1998] e de L. mexicana [Kim et al.,
1995]. Investigagdes detalhadas da GAPDH de T. cruzi levaram a identificag@o do sitio

de ligagdo do NAD" (Nicotinamida Adenina Dinucleotideo, cofator da enzima). Com os
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resultados das investigagdes foi possivel propor um composto extraido de um extrato de
vegetal capaz de se ligar 4 enzima, impedindo o acesso do NAD".

O planejamento racional de drogas baseado em estrutura é hoje a tecnologia
mais eficiente e de melhor relagio custo beneficio para o desenvolvimento de novas
drogas, podendo contribuir em todas as etapas do processo. E uma metodologia que se
baseia na inibicdo da atividade especifica de macromoléculas envolvidas em
determinadas vias enzimaticas de agentes causadores de doengas. Um dos passos dificeis
no desenho racional de drogas € encontrar uma molécula inibidora da enzima alvo. Esta
molécula, denominada composto de partida, tem algumas propriedades desejadas de
uma eventual droga. O descobrimento de um composto de partida pode ocorrer através

da quimica combinatéria, do uso de sofisticados programas ou da busca em produtos

naturais.

1.3) O ciclo de vida do parasita
Em verdade os agentes etiologicos da doenga do sono sfo atualmente
considerados como cinco subespécies de Trypanosoma brucei. Sio eles:
- Trypanosoma brucei gambiense
e Trypanosoma brucei rhodesiense
e Trypanosoma brucei brucei
e Trypanosoma brucei evansi

* Trypanosoma brucei equiperdum
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As cinco espécies sdo morfologicamente indistinguiveis, entretanto as trés
Gltimas ndo infectam o homem. Todas as subespécies de Trypanosoma brucei
caracterizam-se pelo polimorfismo de suas populagdes, que exibem no sangue do
hospedeiro invertebrado tanto formas longas e delgadas, como formas curtas e grossas,
além de elementos com morfologia intermediria. A Tsé-Tsé, mostrada na figura 1.3,

infecta-se enquanto se alimenta do sangue de vertebrados com a parasitemia.

FIGURA 1.3 — Tsé-Tsé do género Glossina, inseto
transmissor da tripanosomose africana.

O ciclo evolutivo, no hospedeiro invertebrado, completa-se no intestino médio
(estdbmago), no intestino anterior e nas glandulas salivares do inseto. A forma sanguinea
do- parasita (infectante) é ingerida pela mosca, ficando contido no intestino médio.
Enquanto o sangue ¢ ingerido, as formas grossas do parasita comegam a transformar-se
em elementos alongados (por volta do terceiro ao quarto dia), com cinetoplasto afastado
da extremidade posterior, membrana ondulante menos pronunciada e flagelo com sua
porgdo livre anterior sempre presente. A figura 1.4 abaixo representa o ciclo evolutivo

dos parasitas no tubo digestivo do inseto.
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FIGURA 1.4 - Representagfio do ciclo evolutivo do parasita Tripanosoma brucei no interior do tubo
digestivo do hospedeiro intermedidrio. 1 - Forma tripomastigota do estémago, 2 — forma proventricular, 3
— epimastigota da glindula salivar, 4 — forma metatripomastigota (altamente infectante), 5 — forma
sanguinea encontrada nos hospedeiros vertebrados. K-Kinetoplasto, N-Niicleo.

Os parasitas tripomastigotas, que chegam a medir 35 um de comprimento,
dividem-se ativamente durante uns dez dias e vdo ocupando situa¢do cada vez mais
distal; até transporem a borda posterior da membrana peritréfica. Penetram, entfio, no
espago compreendido entre essa membrana e o epitélio do intestino médio e por ai
migram em diregdo a extremidade cefalica do 6rgdo. Atravessam a zona de implantago
da membrana peritréfica e invadem o proventriculo da mosca entre o décimo e o
vigésimo dia da infecgfio. Ao chegarem ao proventriculo, os tripanosomastigotas
tornam-se mais finos e longos (forma proventricular), continuam sua migragdo em

diregdo anterior e chegam aos canais das glandulas salivares e as estruturas glandulares.
9



Capitulo -1 A Tripanossomose Africana

Nas glandulas salivares, permanecem livres ou fixados ao epitélio pela
extremidade flagelar, e continuam a multiplicar-se ativamente, adotando a forma
epimastigota grossa, no infectante para 0 homem ou outros mamiferos.

No fim dessa evolugfio, os parasitos, ao retomarem a forma tripomastigotas,
tornam-se altamente infectantes para os hospedeiros vertebrados. Apresentam-se entdo
como pequenos tripanossomos (14 a 18 um de comprimento), grossos, com nucleo
central e cinetoplasto proximo do extremo posterior geralmente sem flagelo livre. Sdo os
tripomastigotas metaciclicos, ou metatripomastigotas infectantes, que o inseto passa a
inocular nas pessoas expostas a suas picadas. O ciclo no inseto dura de trés a sete

s€manas.

1.4) A enzima Alvo

A enzima Phosphoglucose Isomerase (PGI; EC 5.3.1.9) é uma enzima
glicolitica e, portanto, essencial em todos os tecidos. Ela catalisa a interconversdo
reversivel entre glicose-6-fosfato (aldose) e frutose-6-fosfato (cetose), (figual.5). Esta
reagéo envolve o deslocamento de hidrogénio do carbono 2 para o carbono 1, ocorrendo
facilmente em qualquer dire¢do, como pode ser predito pela variagdo de energia livre

padrdo relativamente pequena (AG°’=0.4Kcal/mol) [Lehninger, 1990].

10
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Além da via glicolitica, a enzima participa da gluconeogénese [Blum, 1994] ¢
do ciclo da pentose fosfato [Barret, 1997], podendo ser encontrada em eucariotos,
bactérias e archea. A PGI ¢ ativa na forma dimérica, composta de duas subunidades
idénticas com uma massa molecular variando entre 110 e 132 KDa [Muirhead; Shaw,
1974].

A densidade eletronica correspondente a ligagdo do inibidor 6-fosfogluconato é
encontrada em cada um dos dois idénticos bolsdes de ligagdo do substrato, sendo estes

localizados entre dois dominios o/ em forma de sandwichs [Jeferry et al., 2000]. Todas

as enzimas glicoliticas possuem dominios com estruturas tipo o/, assim como outras
enzimas ou proteinas que se ligam ou que transportam metabélitos. As regides de loop
presentes na estrutura ndo contribuem para sua estabilidade, porém participam da agfio
catalitica da macromolécula. Esse tipo de dominio contém folhas torcidas B e hélices-a
em ambos os lados [Branden; Tooze, 1991].

Estudos realizados por Labudova [Labudova et al., 1999] revelaram que a
atividade especifica de PGI ¢ significativamente diferente em vérias regides do cérebro
em pacientes com sindrome de Down em relagfio ao controle, apontando a mesma como

sendo chave para estudo da doenga. A enzima pode ser usada como ferramenta de

11
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diagnéstico na medicina. Estudos revelaram alta concentragio de PGI em pacientes com
cincer. Também foi reportada sua presenga em pequenas quantidades em pacientes com
hepatite. Esses estudos, em conjunto com a aldolase em soro de pacientes com distrofia
muscular, abriram um campo na enzimologia clinica [Parks; Argawal, 1972].

Trabalhos realizados recentemente revelaram que importantes proteinas (como
algumas neuroleucinas, fatores de mobilidade autocrina e fatores de maturagdio) sdo
muito semelhantes se ndo idénticas & PGI. Neuroleucina de rato e humana podem ser
alinhadas com PGI de miisculo de porco sem inser¢8es ou delegdes [Sun et al., 1999].

Muitos dos agticares de 4 a 6 atomos de carbono tais como 6-fosfogluconato ou
eritrose-4-fosfato, servem como inibidores competitivos da reagdio. Agucares ndo
fosforilados nfio sdo substratos e nfo servem como inibidores.

O composto 6-fosfogluconato ¢ um forte inibidor competitivo da PGI (K; =
0,140 mM para PGI de T. brucei). Analise do efeito inibitério da droga usada contra a
doenga do sono, suramina, mostrou efeito inibitorio misto (competitivo e no
competitivo) e K igual a 0,290mM. Outro inibidor irreversivel potente, acido agaricico,
apresentou ICsy igual a 10pM, sendo que as enzimas de levedura e de coelho foram
poucq afetadas (menos de 20% a 60 pM). Oxido de melarseno, principio ativo da droga
melarsoprol usada contra tripanossomas, teve inibi¢do fraca contra PGI de T. brucei
(ICsp igual a 100 pM).

O mecanismo de isomerizagéio tem sido proposto por Jeffery e colaboradores
(figura 1.6) e envolve uma catélise do tipo acido / base com a transferéncia de préton via
um enediol intermedidrio, envolvendo residuos com pKa no valor de 6.7 ¢ 9.4,

implicando em uma histidina nfio protonada e uma lisina protonada. Na primeira parte
12
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da reagdo, a forma ciclica da glicose-6-fosfato liga-se ao sitio ativo da enzima e ha a
transferéncia de proton da enzima para o oxigénio do anel, sendo que a protonagfo desse
oxigénio é acompanhada pela sua abertura. O préton do carbono 2 € relativamente acido
devido a sua ligagdo a um carbono carbonilico. Uma base abstrai o préton do carbono 2
e o par de elétrons € usado para formar uma ligagdo dupla entre os carbonos 1 e 2,
formando o cis-enediol intermedidrio. Estudos envolvendo a mudanga de solvente
revelaram que o mesmo préton extraido do carbono 2 € transferido para o carbono 1.
Essa transferéncia ¢ acompanhada pela modificagido que resulta na perda de um préton
do oxigénio do carbono 2 € no ganho de um préton pelo oxigénio do carbono 1. O passo
final da reagéo envolve a transferéncia de um par de elétrons do oxigénio para o carbono
2. O oxigénio da cetose abstrai um préton do solvente para completar o anel fechado da

frutose-6-fosfato.
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FIGURA 1.6 - Mecanismo da reagio de isomerizagio catalisada pela PGI, proposto por Jeffery [Jeffery
et al., 2000]
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Uma segunda reago catalisada pela PGI ¢ a epimerizagdo. Essa reagfio consiste
na conversdo de glicose-6-fosfato a manose-6-fosfato. Os trabalhos realizados por
Secholzer [Seeholzer, 1993] revelaram que a taxa de formagfio de manose-6-fosfato é
2x10° vezes mais lenta que a taxa de isomerizagdo da frutose-6-fosfato. O autor propde
um mecanismo de epimerizagio mostrando as principais diferencas em relagio a

isomerizagdo. A figura 1.7 apresenta o mecanismo.

D CH,0P
pH
\1 B, o © C3-Q—2\\ o ol ® !
o — / —OH ™~ =Y = OH HO
C3-—2 u | HO

H H

OH H D

Cis-enediol (face re) Cis-enediol (face si) a~-M6P

FIGURA 1.7 — Mecanismo da reagdo de epimerizagio catalisada pela PGI, proposto por Seeholzer
[Secholzer 1993].

A primeira parte da reagio (reagdio A) consiste na abertura do anel da glicose-6-
fosfato. Essa abertura permite em giro em torno da ligagiio entre os carbonos 1 e 2
formando um equilibrio entre essas duas formas (o equilibrio nio é apresentado na
figura 1.7). Em seguida (reagdo B) existe a abstragdo do préton (deutério) do carbono 2
possibilitando a formagdo do intermediério cis-enediol. A epimerizagdo ocorre quando o
intermedidrio cis gira em torno da ligagdo entre os carbonos 2 e 3 (reagfo C) e expde a
face si para um 4cido conjugado da base catalitica, resultando na protonagfio do carbono

2 (reag@o D). Em seguida ha a formag¢@io do anel da manose-6-fosfato (reagdio E). Os

14
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dados de RMN foram capazes de comprovar a formagio de manose-6-fosfato a partir de

glicose-6-fosfato na presenca de PGI.

1.5) Objetivos

Este trabalho faz parte de um projeto mais amplo, que tem como objetivo a
determinagdo da estrutura tridimensional pela técnica de difragio de raios-X por
monocristais da enzima PGI de Trypanosoma brucei, para posteriormente usar a
informagdo estrutural para o desenvolvimento de inibidores especificos contra esta
enzima. Entretanto, como a obtengfo de monocristais ¢ dependente de muitas varidveis,
alguns autores fazem referéncia a ela mais como uma arte do que uma técnica
propriamente dita. Estaremos realizando estudos de expressdo, purificagio e
caracterizagdo da enzima. Estudos estruturais da mesma foram realizados através da
técnica de modelagem molecular por homologia. Os objetivos mais especificos sdo

listados no item a seguir.

1.5.1) Objetivos especificos

¢ Construgdo de plasmideo contendo a seqiiéncia codificadora para a enzima PGI de
Trypanosona brucei partindo de plasmideos gentilmente cedidos pelo Dr. Paul
Michels do Research Unit for Tropical Diseases, Catholic University of Louvain,
Bruxelas, Bélgica, especificos para a expressdo em grande quantidade de proteina

em bactéria

¢ Purificagdo por coluna de afinidade do produto que contém uma extensdo de
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residuos de histidinas através de coluna de niquel;

e Caracterizacdo por métodos enzimaticos;

e Medidas da atividade especifica da enzima e determinagfo das constantes cataliticas;

¢ Determinagio do ICso da enzima frente aos inibidores D-Arabinonhydroximate-5-
phosphate (5PAH), D-Arabinonate-5-phosphate (5PAA), D-Arabinonamide-5-
phosphate (SPAAm), D-Arabinonhydrazide-5-phosphate (SPAHz) sintetizados por
Renaud Hardré da Universidade de Paris, Franga;

e Construgdo do modelo estrutural da enzima PGI de Tripanosoma brucei.
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Capitulo - 2

A Clonagem do gene

Responsavel pela expressio da

Enzima phosphoglucose isomerase

A partir de 1970 uma nova maneira de explorar as principais moléculas constituintes das
células comegou a ser posta em pratica. Essas metodologias inovadoras foram
coletivamente chamadas de técnica do DNA recombinante. A partir dai abriu-se um
caminho para o estudo de uma gama muito grande de proteinas, mesmo aquelas que s3o
expressas em pequenas quantidades. A estratégia adotada para clonagem do gene
responsavel pela expressdo da enzima PGI-Tb divide-se em trés partes distintas. A
expressdo da enzima deu-se apds a subclonagem do gene no vetor de expressdo pQE-30.
Testes revelaram a expressdo da enzima de forma solivel. Todos os detalhes adotados

em cada um dos passos serdo detalhados a partir de agora.
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2.1) Clonagem

Em linhas gerais, clonagem consiste na introdugo de um gene de interesse
(inserto) dentro de uma regifio especifica de um DNA circular (vetor), e a insergéo deste
conjunto em um organismo que, por sua vez, produzird novos organismos com material
genético idéntico & geragdo anterior. O desenvolvimento dessa metodologia permitiu um
grande salto no estudo de moléculas constituintes das células, uma vez que seu dominio
permitiu a expressdo de proteinas em grandes quantidades, mesmo aquelas que sdo
normalmente pouco expressas nos organismos. O segredo da técnica reside nas
chamadas enzimas de restricdo ou endonucleases de restrigdo, que reconhecem
seqiiéncias especificas de bases na dupla hélice e cortam ambas as fitas. Aliadas a estas
se encontram as DN As-ligases que refazem a ligagéo fosfodiéster.

As enzimas de restricdo sfio encontradas em ampla variedade de organismos
procariotos. Seu papel biologico é clivar DNA exdgeno. A maioria dessas enzimas
reconhece seqiiéncias de quatro a oito pares de base e hidrolisa uma ligagio fosfodiéster
em cada fita nessa regidio. Uma caracteristica marcante de muitos desses sitios € que eles
possuem uma dupla simetria rotacional, isto é, a seqii€éncia de reconhecimento €
palindromica e os sitios de clivagem sdo posicionados simetricamente. Algumas enzimas

de restri¢dio, juntamente com suas respectivas seqiiéncias, sdo mostradas a seguir, (figura

2.1).
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BamH1 G'GATCC Bgill A'GATCT
CCTAG'G T CTAG'A
Bsp1201 G'GGCCC Dpnl GA'TC
C CCGG'C CT'AG
Dral TTT'AAA EcoRI G'AATTC
AAATTT CTTAA'G
Hincll GTPyPuAC HindlII A'AGCTT
CAPu'PyTG TTCGA'A
Hpall CCGG Maelll '‘GTNAC
G GCC CANTG'
Notl GC'GGCC GC Pyull CAG'CTG
CG CCGG'CG GTC'GAC
Sall GTCGAC Sau3A 'GATC
CAGCT'G CTAG

FIGURA 2.1 — Apresentagio de algumas enzimas de restrigio juntamente com seus sitios de
reconhecimento. As aspas sdo regides onde as enzimas de restri¢io rompem a ligacdo fosfodiester.

As enzimas de restrigdo mais usadas na clonagem sfio aquelas que geram
extremidades coesivas complementares de até quatro nucleotideos de comprimento
[Howe, 1985].

As DNA-ligases refazem as ligagSes rompidas pelas enzimas de restrigéo,
catalisando a formagéio de uma ligagio fosfodiéster entre as duas moléculas. Para isso é
necessario um grupamento OH livre na extremidade 3’de uma das cadeias de DNA e um
grupamento fosfato na extremidade 5°da outra. Apés a ligagdo, a molécula de DNA
torna-se fita dupla. ATP ou NAD" séo as fontes de energia necessérias para esta reagio.

Tendo sido preparado o inserto, resta fazer a escolha do vetor que melhor se
adeqiie a cada situagéio. O vetor de clonagem ou veiculo de clonagem tem como uma,

entre véarias fungdes, a de transportar o inserto para dentro da célula hospedeira onde ele
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sera replicado. Esse vetor deve possuir algumas caracteristicas principais como, por
exemplo, uma seqiiéncia que permita sua replicagdo dentro da célula hospedeira, uma
regido com multiplos sitios de clonagem (MCS), e um gene que confere resisténcia a um
antibidtico, geralmente ampicilina ou canamicina. A regiio MCS contém sitios Gnicos
para virias enzimas de restrigio posicionadas de forma adjacente, local onde sera
inserido o gene de interesse. O gene que confere resisténcia ao antibidtico tem a fungfio
de selecionar as células que receberam o plasmideo.

Os vetores de expressdo sdo utilizados com a finalidade de gerar proteinas em
grandes quantidades e para esse propdsito o gene de interesse é subclonado nesse vetor,
geralmente plasmideos que além de possuir as seqiiéncias mencionadas ainda possuem
promotores fortes e sitio de ligagdo ao ribossomo. A figura 2.2 apresenta o vetor de

pQE-30, usado para a expressdo de proteinas em grandes quantidades.

Togzoo=_3

oS =&

00 0QEEDR:E

Immwxwxm&I’
*

FIGURA 2.2 — Mapa fisico do vetor de expressio pQE-30 usado para a expressio da proteina PGI-Tb em
grandes quantidades
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Ap6s a preparagdo do DNA-recombinante, gene de interesse ligado ao
plasmideo, segue-se inserindo o conjunto em um organismo hospedeiro, o qual torna-se
apto a recebé-lo ap6s um tratamento da sua membrana, sendo por isso denominadas
células competentes. A introduc@o do plasmideo € feita através de um choque térmico
ou, alternativamente, submetendo as células a pulso elétrico de alta voltagem.

E interessante salientar que o processo, como um todo, tem o suporte de outras
técnicas, como PCR (Polymerase Chain Reaction) e eletroforese em gel de agarose, que
permite avaliar o andamento da clonagem em cada etapa.

O PCR foi um importante marco na biologia molecular. Essa técnica
possibilitou enormes perspectivas para analise dos genes. O método permite a
amplificagio de segmentos de DNA in vitro, baseando-se na hibridizagdo de dois
primers que se ligam em segmentos especificos do gene a temperaturas mais baixas. Em
seguida, a DNA-polimerase inicia a polimerizagdo, uma vez que no meio reacional estdo
presentes os desoxirribonucleotideos (ANTPs). A cada ciclo de PCR dois novos genes
sdo obtidos a partir de um tnico.

As consideragbes feitas sobre clonagem sdo vastas e muita literatura é
encontrada abordando o assunto em maiores detalhes. O objetivo desse capitulo foi
apresentar o tema ao leitor em linhas gerais. A partir de agora, apresentaremos o método
de subclonagem utilizado para a PGI-Tb nos vetores pBluescript, pPGEM-T de clonagem,
e no pQE-30 de expressdo, apresentado na figura 2.2. A estratégia usada para a

expressdo da PGI-Tb € apresentada na figura 2.3.
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FIGURA 2.3 — Fluxograma representando
as etapas adotadas para a subclonagem do
gene responsdvel pela expressio da
enzima PGI-Tb. Os passos adotados
dividem-se basicamente em trés grandes
grupos, sendo eles: I-subclonagem no
vetor pBluescript; Il-subclonagem no
vetor de clonagem pGEM-T; III-
subclonagem no vetor de expressdo pQE-
30.
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2.2) Materiais, Métodos e Resultados.

2.2.1) Montagem do inserto e subclonagem no vetor pBluescript

A figura 2.3 apresenta um fluxograma mostrando os passos adotados durante o
processo de subclonagem do gene responsivel pela expressio da enzima PGI-Tb
divididos em trés grandes grupos, sendo eles a subclonagem do incerto nos vetores de
clonagem pBluescript, pPGEM-T e, finalmente, no vetor de expressdo pQE-30. O gene
foi gentilmente cedido pelo Dr. Paul Michels do Research Unit for Tropical Disease,
Catholic of Louvain, Bruxelas, Bélgica, sendo recebido separadamente em dois
fragmentos: a metade 5’ de 1.8Kpb foi clonada no vetor Tb-p7, possuindo dois sitios de
restricdo para as enzimas Sal I localizadas nas extremidades e um sitio para a enzima
Hind 111; a metade 3’ de 2.4 Kpb clonada no vetor Tb-p22 possue sitio para as enzimas
Sal 1, Hind 111 e Pst 1. Os fragmentos possuem um sitio comum para Hind III. O
primeiro passo, portanto, consiste em montar o gene no vetor de clonagem pBluescript.
Para isso, os plasmideos Tb-p7 e Tb-p22 foram clonados em células competentes E. coli
DH5a. O processo deu-se adicionando uma aliquota de cada um dos fragmentos em
contato com 100pL de células competentes e submetendo-os a choque térmico. 20 pL de
cada’amostra foi adicionada em meio de cultura LB sélido na presenga de 100 pg/mL de
ampicilina. Uma colonia de cada meio foi adicionada em meio de cultura LB liquido,
permanecendo nessas condigdes por 16 horas a 37°C.

Em seguida, a extragdo dos plasmideos se deu através de ruptura alcalina das
células e posterior purificagio. A eficiéncia da purifica¢do foi feita através da andlise por

eletroforese em gel (1%Agarose/1X TAE, pHS8.3). Uma aliquota de 3 pL do produto
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puro foi analisada, obtendo-se um resultado de acordo com o esperado para o tamanho
dos fragmentos (dados ndo apresentados).

O produto purificado foi submetido a uma clivagem, utilizando as enzimas de
restrigdo Sal I e Hind Il para o fragmento clonado no vetor Tb-p7, e Hind 11 e Pst |,
para o fragmento clonado no vetor Tb-p22. As tabelas 2.1 e 2.2 abaixo apresentam os
reagentes usados durante o processo de clivagem. A reagdo de clivagem do incerto Tb-
p7 se deu por 16 horas a 37°C e a do incerto Tb-p22 se deu por 3 horas na mesma

temperatura.

TABELA 2.1 - Reagentes utilizados na clivagem do fragmento clonado no vetor Tb-p7, utilizando-se as
enzimas Sal I e Hind I11.

Reagentes Volume (uL) Concentragéo
Tb-p7 20 300 ng/uL
10 x buffer plus

Sal | 2 10 U/ul
Hind 1l 2 10 U/uL
H.O 12

Volume Total 40

TABELA 2.2 - Reagentes utilizados na clivagem do fragmento clonado no vetor Tb-p22, utilizando-se as
enzimas Pst | ¢ Hind 111

Reagentes Volume (uL) Concentragédo
Tb-p22 20 300 ng/pL
10 x buffer plus

Pst | , 2 10 U/uL
Hind Il 2 10 U/uL
H20 12

Volume Total 40
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O produto de clivagem foi analisado por eletroforese em gel de agarose
(1%Agarose/1X TAE, pH8.3). Uma aliquota de 3 uL do produto puro foi analisada.

Apoés a purificagdo do produto de clivagem e tratamento do plasmideo
pBluescript com as enzimas de restrigio Sal I e Pst I, procedeu-se a ligagdo dos
fragmentos entre si e do conjunto resultante ao vetor.

Como ja observado anteriormente, a ligacdio do inserto ao vetor se vale da
presenga de regides coesivas deixadas pelas enzimas de restrigio. A figura 2.4 a seguir
apresenta de forma esquematica o processo de ligagdo ocorrido entre os fragmentos

mencionados e o vetor de clonagem pBluescript.

, > AGCTTXXXXXXXXCTGCA>
> PCEACXXXXXXXXA 33 AXXXXXXXXG 5!

3 CXXXXXXXXTTCGAS Th-p22
Th-p7
57 37
5 , CXXXXXXXX
XXXXXG 3 3 5
3 XXXHKCAGCT 5 TGCACXXXXXXXX e
bBKS* pBKS*

T4DNA-Ligase

Sall Hind W Pstl
c 'XXXG TCGACXXXXXXA AGCTTXXXXXXCTGCA CXXXXXXXX 7

'XXXCAGCT GXXXXXXTTCGA AXXXXXXG TGCACXXXXXXXX’
pBKS* Tb-p7 Tb-p22 pBKS*

FIGURA 2.4 - Representagdo esquematica de ligagio entre os fragmentos Tb-p7 clivado com as enzimas
Sal 1 e Hind 111 e Tb-p22 clivado com as enzimas Hind 11l e Pst 1 e o vetor pBluescript clivado com as
enzimas Sal I e Pst 1. As letras X fazem referéncia a seqliéncia de bases localizadas entre as extremidades
coesivas de cada fragmento. As flechas indicam a continuidade do DNA do vetor.
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A reagdo de ligagdo foi realizada a 4°C durante 12 horas. A tabela 2.3 a seguir

apresenta os reagentes usados na montagem do inserto no vetor pBluescript.

TABELA 2.3 - Reagentes utilizados na ligagiio dos fragmentos Tb-p7 e Tb-p22 entre si e este no vetor

Bluescript

Reagente Volume (uL) Concentragédo
PBSKS" 1 50 ng/uL
Fragmento Tb-p7 (purificado) 3

Fragmento Tb-p22 (purificado) 3

T4 DNA-ligase 1 400 U/pL
Buffer T4 DNA ligase (5x) 2

Volume total 10

O DNA recombinante PGI-Tb /pBSKS" foi inserido em bactérias competentes

E. coli DH5aq.

2.2.1.1) Inser¢io do DNA Recombinante PGI-Tb/pBSKS* em Bactérias Escherichia

coli DH5q,

O plasmideo recombinante PGI-Tb/pBSKS® foi inserido em bactérias

competentes Escherichia coli cepa DH5a.. A metodologia para a transformagfio de

bactérias, utilizada neste experimento, baseia-se no choque térmico [Ausubel et al.,

1995]. Nesse experimento, células bacterianas competentes foram colocadas em contato

com 10 pl. do produto de reagdo de ligagio apresentada na tabela 2.3. A solugfio

composta pelas células competentes e pela mistura de ligagdo foi submetida a choque

térmico.
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A metodologia utilizada para selecionar as células transformadas com o

plasmideo recombinante PGI-Tb/pBSKS" € apresentada a seguir.

2.2.1.2) Selegio das Bactérias Escherichia coli DH5a Transformada com o DNA
Recombinante PGI-Tb/pBSKS*

A utilizagfio do vetor de clonagem pBluescript permite fazer a selegio das
células transformantes através da resisténcia ao antibiético ampicilina e, também, pela
diferenca de coloragdo apresentada pelas col6nias na placa de meio de cultura. A
selegdo, em meio de cultura contendo ampicilina, aponta as células que receberam o
plasmideo, mas nfio fornece informagéo a respeito da presenga do inserto.

A selegéio por diferenga de coloragdo das colonias est4 baseada no fato do vetor
pBSKS" apresentar um gene que codifica para a proteina f-galactosidase (B-gal). A
expressdo de B-gal permite a bactéria, através de um sistema denominado P
complementagfo,  decompor o bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-galactosidase (Xgal)
colocado no meio de cultura. A decomposigéo do Xgal libera um composto que faz com
que a colonia bacteriana apresente cor azul. O gene p-gal estd posicionado
estrategicamente no vetor de modo que, quando um inserto é clonado, cause a
interrupgdo da expressdo da proteina f-gal. Dessa forma, devido a presenca ou auséncia
de B-gal, podem ser diferenciadas coldnias brancas e azuis no meio de cultura. As
colonias azuis sdo formadas por bactérias que receberam o plasmideo selvagem (sem o
inserto). Colonias brancas indicam a perda da fungfio B-gal, indicando que as bactérias

devem ter recebido o inserto [Stansfid, 1996].
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As bactérias E coli DH5a transformadas com o plasmideo recombinante foram
selecionadas pela incubagdo em meio de cultura LB sélido, contendo antibibtico
ampicilina a 100 pg/mL e bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-galactosidase (Xgal) a
80pg/mL. Foram selecionadas varias colonias apés um periodo de incubagdo de 12
horas em repouso, a 37°C. Entre as colonias selecionadas estavam as 10 coldnias
brancas e 2 col6nias azuis.

Para confirmar a presenga do inserto (gene PGI-Tb), todas as 12 colonias
selecionadas foram crescidas em meio de cultura 2 xYT liquido contendo o antibiético
ampicilina a 100pg/mL. As condi¢des experimentais foram: 18 horas a 37° C, sob
agitacdo a 300 rpm. O DNA plasmidial foi extraido pelo método de ruptura alcalina. O
plasmideo recombinante’ PGI-Tb/pBSKS" foi submetido & clivagem com as enzimas de
restrigdo Pst I e Sal 1. A reagdo de clivagem foi realizada em duas etapas: a primeira se
deu com a enzima Pst I durante 1 hora, e a segunda com a enzima Sal I durante 16 horas.
Ambas as reag3es se realizaram a 37°C. As tabelas 2.4 ¢ 2.5 apresentam os reagentes

utilizados em cada etapa.

TABELA 2.4 - Reagentes utilizados na clivagem do plasmideo recombinante PGI-Tb/pBSKS" utilizando-
se a enzima Pst I.

Reagentes Volume (uL) Concentragédo
PGI-Tb/pBSKS* 30

React 2 buffer (10 x)

Pst | 2 10 U/uL
H20

Volume Total 40
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TABELA 2.5 - Reagentes utilizados na clivagem do plasmideo recombinante PGI-Tb/pBSKS" utilizando-
se a enzima Sal 1.

Reagentes Volume (uL) Concentragdo
PGI-Tb/pBSKS" 30

React 10 buffer (10 x) 4

Sal | 2 10 U/uL
H20

Volume Total 40

Ap0s as reagdes, utilizando-se cada uma das enzimas, procedeu-se a purificagdo
do incerto e a anilise da clivagem por gel-eletroforese (1%Agarose/1X TAE, pHS.3,

dados ndo apresentados).

2.2.2) Subclonagem do gene PGI-Tb no vetor pGEM-T

2.2.2.1) Amplifica¢do do Gene PGI-Tb (PCR)

Apos a confirmagdo da montagem do gene PGI-Tb no vetor pBluescript,
procedeu-se a amplificagdio do gene, utilizando a técnica de reagdo de PCR. A solugdo
para a reagdo de PCR ¢ apresentada na tabela 2.6; as condigdes reacionais de
amplificacdo do gene sdo apresentadas na figura 2.6. Para a amplificagdo foram
utilizados dois oligonucleotideos complementares as regides terminais do gene PGI-Tb.
Os 6ligos apresentados na figura 2.5 foram sintetizados pela empresa Imprint do Brasil e
apresentam sitios para a clivagem com as enzimas de restrigdo Bam HI e Pst I, além da

introdug@o do sitio de reconhecimento para o Fator Xa, (Ile, Glu,Gly e Arg).
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Th-PGI-1
, Bam Hi lle Glu Gly Arg ,
> ‘CAGGATCCATCGAAGGTCGTATGAGCAGTTACTTGGATGATTTGCGCAT-3

Tb-PGI-II

Pst |
¥ ATTTGACGTCTCAAAGGTGCGACAATTCATT -3

FIGURA 2.5 - Seqiiéncia de bases dos oligonucleotideos utilizados para a amplificagdo do gene PGI-Tb
em reagdo de PCR. As seqiiéncias sublinhadas referem-se ao sitio de ligagdo das enzimas Bam HI e Pst I,
respectivamente. A seqiiéncia destacada em azul refere-se aos aminoacidos Ile, Glu,Gly e Arg,; os cédons
em vermelho sdo iniciadores e terminadores da traduggio.

TABELA 2.6 - Reagentes utilizados na amplificagio do gene PGI-Tb em rea¢fio de PCR

Reagente Volume (uL) Concentragédo
10x PCR “buffer” 5

Mg Cl2 2,5 50mM
dNTPs 1 10 nM
Oligonucleotideo 1 1 100 pM
Oligonucleotideo 2 1 100pM
H.O 37,5

Tag. DNA. Pol. 1 S u/uL
DNA’gendmico (PGI-Tb) 1

Volume Final 50
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FIGURA 2.6 — Condigges experimentais utilizadas durante os vérios ciclos necessérios para a reagio de
PCR

Concluida a reagdo de PCR, 5 pL do produto final foi analisado através de
eletroforese em gel de agarose (1% Agarose/1X TAE, pH8.3). Esse experimento
permitiu  comprovar o sucesso da amplificagdo, apresentando um inserto localizado
entre 1500 € 2000 pb. Esse resultado condiz com o valor esperado para o gene de PGI de
1821pb. Os 45 pL restantes da reagdo de PCR contendo o gene amplificado foram

utilizados durante o processo de purificagdo.

2.2.2.;) Purificacio do Gene PGI-Tb

O produto de PCR (gene de PGI-Tb), foi purificado com a técnica de Nal —
silica [Ausubel et al., 1995]. Essa técnica envolve dois passos: no primeiro, o gel de
agarose contendo o gene de interesse é solubilizado pela agdo de Nal (Iodeto de sédio).
Posteriormente, coloca-se o gel solubilizado em contato com silica. O DNA adere a

silica, da qual € retirado com agua. No caso especifico da purificagdo do gene PGI-Tb, o
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DNA foi retirado com 20 pL. de 4gua. O resultado da purificagfio foi analisado através de

eletroforese em gel de agarose (dados ndo apresentados).

2.2.2.3) Subclonagem do inserto no vetor pGEM-T.

Como pode ser visto na representacdo esquematica da figura 2.7, a clonagem de
um gene em vetor pGEM-T se vale da presenca de residuos de adenina adicionados pela
Taq DNA polimerase nas extremidades do gene durante a amplificagdo em reacdo de
PCR amplificados. As adeninas sfo ligadas a residuos de timina nio pareados, existentes
no sitio de clonagem do vetor. Assim sendo, a clonagem de genes em pGEM-T

independe da existéncia de sitios de restricdo no fragmento de PCR [pGEM-T system

manual, 2001].
5’ geceeeeeaTT ¥ 5 arcacracTre
1 ¥ceeeceeccera Y 3" ppagTeaTcac X

BamHI Pst i 37
CAGGATCCAXXXXXGACGTCAAATA

¥ AGTCCTAGGTXXXXXCTGCAGTTTA °

5'

T4DNA-Ligase

, Bam Hl Pst | ,
3 s > GCCGCGGGATTCAGGATCCAXXXGACGTCAAATAATCACTAGTG °

¥ CGECECCCTAAGTCCTAGGTXXXCTGCAGTTTATTAGTGATCAC 5

FIGURA 2.7 - Representaciio esquematica da clonagem no vetor pGEM-T: 1 - seqiiéncia de bases do
vetor com a presencga de timinas nas extremidades destacadas em vermetho; 2 — Extremidades do gene de
PGI-Tb amplificado com Taq DNA polimerase, destacadas em vermelho as adeninas adicionadas durante
o PCR; 3 - DNA recombinante proveniente da jungfio do vetor com o gene de interesse promovida pela
acdo da enzima T4 DNA ligase. As letras X fazem referéncia a seqiiéncia de bases localizadas entre as
extremidades do gene de PGI-Tb. As flechas indicam a continuidade do DNA do vetor.
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O plasmideo recombinante PGI-Tb/pGEM foi obtido através da insergio do
gene PGI-Tb purificado no vetor de clonagem pGEM-T, de forma similar a apresentada
na figura anterior. Os reagentes utilizados na reagfio de ligagdo sdo apresentados na

tabela 2.7. As condigSes experimentais foram: 24 horas a 4° C em repouso.

TABELA 2.7 - Reagentes utilizados na ligagio do gene de PGI-Tb no vetor pGEM-T

Reagente Volume (uL) Concentragédo
pGEM-T 1 50 ng/uL
Gene de PGI-Th(purificado) 3

T4 DNA-polimerase 1 1 U/l

2x ligase buffer 5

Volume Final 10

O DNA recombinante PGI-Tb/pGEM foi inserido em bactérias E. coli da
linhagem DH5a competentes. A metodologia para a transformagiio de bactérias deu-se
através de choque térmico, ja citado anteriormente. A sele¢do de bactérias foi realizada
através da introdugéo de ampicilina no meio de cultura solido e através de coloragdo
baseado na expressdo da proteina B-galactosidase, métodos ja citados anteriormente. O

sucesso da clonagem pode ser comprovado através de eletroforese em gel de agarose.

2.2.3) Subclonagem do inserto no vetor de expressio pQE-30
O gene PGI-Tb, apds a purificag¢do, foi inserido no vetor de expressdo pQE-30
(pesquisa realizada em janeiro de 2001). O vetor de expressdo usado (figura 2.2)

apresenta um cddon de inicio da transcri¢do, uma regido responsavel pela tradugio de
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seis residuos de histidina. Em seguida, o vetor apresenta a regifio MCS possuindo vérios
sitios de clivagem colocados de forma adjacente para enzimas de restri¢éio, entre elas
Bam Hl e Pst 1. O gene de interesse possui regides de clivagem para as mesmas enzimas
em suas extremidades (figura 2.5). Sendo assim, a estratégia adotada foi inserir o gene
no vetor pQE-30, apds a sua clivagem e do inserto com as enzimas mencionadas. A
clivagem do gene de PGI-Tb se deu a 37°C por 12 horas. A tabela 2.8 apresenta os

reagentes usados durante a reagéo.

TABELA 2.8 - Reagentes utilizados na clivagem do inserto PGI-Tb, com as enzimas Pst I e Bam HI

Reagentes Volume (uL) Concentragdo
Inserto de PGI-Tb 2 300 ng/uL
React | (10 x) 5 |

Pst | 3 10 U/uL
Bam Hi 3 10 U/uL
H20 37

Volume Total 50

A clivagem do plasmideo se deu a 37°C por 12 horas, utilizando os mesmos
reagentes citados na tabela 2.8. O produto de reagdio de clivagem foi submetido a
eletrofose em gel de agarose ¢ posterior purificagio. Em seguida, procedeu-se com a
ligagéo do inserto ao vetor através da TADNA-ligase. A reago de ligagdo foi realizada a
4°C durante 12 horas. A tabela 2.9 a seguir apresenta os reagentes usados na reagdo de

ligagéo.
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TABELA 2.9 — Reagentes usados na reagio de ligagio do gene PGI-Tb no vetor de expressio pQE-30

Reagentes Volume (uL) Concentragéo
pQE-30 2 200 ng/pL
Inserto de PGI-Tb 5

T4 DNA-ligase 1 1 U/uL
Buffer T4 DNA ligase (5x) 2

Volume total 10

A confirmagfo da ligagfio do inserto ao vetor e, consequentemente, a formagdo
do DNA recombinante PGI-Tb/pQE-30 foi confirmada através da eletroforese em gel de
agarose. Em seguida, o produto de ligagio foi purificado e inserido em Bactérias E. coli
através de choque térmico [Ausubel, 1995]. 100 uL de células competentes SG13009
foram colocados na presenga de 2uL. do produto de ligagdo do inserto ao vetor (Tabela
2.9) sendo, em seguida, submetidos a choque térmico. 100 pL desse produto foi
plaqueado em meio LB s6lido contendo ampicilina a 100 pg/mL. Ap6s 12 horas a 37°C

verificou-se a presenga de seis colonias.
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2.2.4) Expressio da enzima PGI-Tb

Trés colonias foram testadas em relagfo & expressdo de enzima PGI-Tb. Uma
pequena amostra de cada colonia de bactérias E. coli transformada com vetor de
expressdo pQE-30 foi retirada e adicionada em 2 mL um meio de cultura 2 xYT
contendo 100pg/mL de ampicilina. Esse meio de cultura permaneceu a 37°C a 300 rpm.
Uma aliquota de 1 mL foi separada e, o restante, utilizado para fazer a indugéio com 1
mM de isopropil-B-D-tiogalactopiranosida (IPTG). Ap6s a indugfio, a cultura
permaneceu sob agitagio a 260 rpm por 2 horas. Em seguida, as aliquotas foram
transferidas para tubos eppendorffs, e a separa¢do das células do meio deu-se apos a
centrifugac@o por 1 minuto. As células foram ressuspendidas em 600 uL de tampdo de
lise (8 M de uréia; 100 mM de fosfato de potassio em pH 8.0). Procedeu-se em seguida
com a homogeinizagdo da amostra e posterior rompimento da membrana celular,
utilizando-se 2 pulsos de ondas de ultra-som de 25 segundos cada. A amostra foi
centrifugada por 10 segundos € em seguida separou-se 50 pL do sobrenadante para a
eletroforese. Os 450 pL restantes foram misturados com 50 puL de resina de niquel
(Superflow — Qiagen). A amostra foi novamente submetida a centrifugacfio e posterior
adi¢de de 450uL de tampéo de lise, juntamente com a adigdo de 50 mM de EDTA. 20uL

do sobrenadante foram utilizados para eletroforese em gel de poliacrilamida, cujo

resultado € mostrado na figura 2.8.
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FIGURA 2.8 - Eletroforese em gel de poliacrilamida 15%. M-Padrdo de peso molecular; Pogos impares
referem-se ao sobrenadante (extrato bruto) logo apds o rompimento da membrana celular e posterior
centrifugagio; pogos pares referem-se as amostras eluidas da resina de niquel com o tampéo de lise
contendo EDTA; pogo 1 e 2 € o controle. A flecha indica a posigfio da enzima PGI-Tb.

O resultado da eletroforese revelou a presenga de bandas intensas referente a
enzima PGI-Tb, préxima a 66 KDa. Os pogos 3 a 8 sfio referentes as trés colonias
mencionadas inicialmente, sendo que os pogos 3, 5 e 7 referem-se ao extrato bruto
coletado logo ap6s o rompimento da membrana celular e posterior centrifugacso.
Observa-se também a sua presenga, em proporgdes bem menores, nos pogos 4, 6 e 8,
referentes as amostras eluidas da resina de niquel. Os pogos 1 e 2 referem-se as colonias
que ndo foram induzidas com IPTG.

Com a presenca da banda em torno de 66 KDa, confirma-se a expressio da
enzima em questdo de forma soluvel fato necessario para os experimentos posteriores,
embora a sua ligagéo 4 resina de niquel nfio tenha ocorrida da maneira esperada. Para o
momento, a expressdo da enzima ja € um excelente resultado, restando a otimizagio das

condi¢des de expressdo e posterior purificagfo.
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2.2.4.1) Otimizagio do tempo de crescimento de bactérias

Apds a confirmagfio da expressdo de PGI-Tb nas trés colbnias analisadas,
escolheu-se uma delas e iniciou-se a expressdo da enzima em quantidades maiores,
objetivando-se otimizar alguns pardmetros e encontrar as condi¢des em que as bactérias
transformadas expressem o maximo de PGI-Tb de forma soluvel e ativa. O primeiro
pardmetro a ser considerado foi o tempo de indugfo. Para tal, 250 pL. de pré indculo
crescido em meio de cultura LB por 12 horas, foi utilizado para inocular 100 mL de
meio 2 XYT. Esse meio de cultura permaneceu no agitador a 260 rpm e 37 °C, até que a
leitura de densidade 6ptica, lida a 600 nm, atingisse o valor 0.7. Em seguida, o meio de
cultura foi dividido em dois frascos, sendo um deles induzido com 50 pM de IPTG,
permanecendo nas mesmas condigdes por mais 4 horas. A cada intervalo, de
aproximadamente 30 minutos, pequenas aliquotas eram submetidas a leitura da
densidade 6ptica no mesmo comprimento de onda, podendo, em seguida, analisar o
crescimento da cultura em fungio do tempo. O grafico da figura 2.9 apresenta a curva de

crescimento de células induzidas com IPTG em preto, e, sem ser induzida, em vermelho.
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FIGURA 2.9 - Curva de crescimento de células induzidas com IPTG (em preto) e sem ser induzidas (em
vermelho)

As curvas representadas sio caracteristicas de curva de crescimento de colonias
bacterianas; a curva em vermelho representa as células crescidas sem serem induzidas.
(observa-se claramente o aumento de sua populagdio com o passar do tempo). A adi¢do
de IPTG no meio de cultura possibilita a produgo de proteina recombinante em grandes
qliantidades, pois, ao ser induzida em aproximadamente 3 horas, grande parte do
metabolismo celular é direcionado na produgdo da proteina em questdo, resultando numa
diferenca significativa nos valores de absorgfio apresentados no grafico. Ja o
comportamento da colonia nfo induzida tende a crescer, uma vez que se encontra em

condicBes 6timas para isso, obedecendo uma relagdo sigmoidal com o tempo.
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O tempo de indugdo escolhido foi 4 horas, supdes-se que apds esse periodo ndo
exista um aumento significativo na colonia bacteriana como é sugerido pelo grafico

apresentado na figura 2.9.

2.2.4.2) Otimizag¢do da lise celular

Um outro pardmetro a ser otimizado foram os pulsos de ultra-som aplicados na
amostra, necessarios para promover o rompimento da membrana celular. Para tal,
250mL de meio de cultura 2 xYT foram preparados como mencionado anteriormente, e,
apds a separagio das bactérias do meio de cultura por centrifugagio a 4000 g a 4°C, as
mesmas foram ressuspendidas em tamp&o Tris-HC1 50 mM pH 8 e 300 mM de NaCl.
Apés a completa homogeinizacdo da amostra, a mesma foi submetida a varios pulsos de
ondas de ultra-som em banho de gelo, utilizando-se um sonicador (550 Sonic
Dismembrator). Os pulsos aplicados tinham a dura¢do de 1 minuto, sendo que no final
desse periodo, uma aliquota de 50 uL era retirada. Ao término do experimento as varias
aliquotas foram centrifugadas e 10 puL do sobrenadante era submetido a ensaio de

atividade (ensaio detalhado no capitulo 3). A figura 2.10 apresenta a curva

representando os resultados obtidos.
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FIGURA 2.10 - Curva de atividade especifica para a PGI-Tb em diferentes tempos de sonicagéo.

Claramente observa-se um aumento na atividade de isomerizagdo catalisada
pela enzima PGI-Tb. Esse comportamento ja era esperado, uma vez que a cada pulso
de ultra-som maiores quantidades de células sdo rompidas, resultando num aumento da
quantidade de PGI-Tb presente no meio reacional. A figura 2.10 apresenta uma
atividade maxima no final de 3 minutos. Sendo assim, fica evidente que 3 aplicagdes de
ondas de ultra-som com 1 minuto de duragfo cada sdo suficientes para que haja a maior
quantidade de enzima presente no meio reacional, dispensando outras aplicacdes de
ondas de ultra-som.

Esse experimento é de grande importincia uma vez que, ao serem aplicados os
pulsos de ultra-som, a ponteira em contato com a amostra fica muito aquecida, podendo

refletir de forma negativa na atividade da enzima. No caso da enzima em questdo, ndo se

observa uma queda na atividade enzimatica decorrente desse fato.
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2.2.4.3) Otimizag¢iio da concentragio de IPTG

A concentragio de isopropil-B-D-tiogalactopiranosida (IPTG) também foi
otimizada com o mesmo propdsito. Para tal, 250 mL de meio de cultura 2 xYT foram
inoculados nas condi¢des ja mencionadas. Quando a cultura atingiu 0.7 de densidade
6ptica lida a 600 nm, 5 mL de meio foram induzidas com 50, 100, 200, 500 ¢ 1000 pM
de IPTG, em diferentes frascos. Utilizaram-se dois tempos de indugdo: 4 € 8 horas. Ao
final do experimento realizou-se o rompimento da parede celular. Em seguida,
submeteram-se as varias amostras ao ensaio de atividade. A figura 2.11 abaixo apresenta

os resultados obtidos.
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FIGURA 2.11 - Curva de atividade especifica versus concentragdo de IPTG para 4 e 8 horas de indugdo
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Com os resultados obtidos é possivel observar que a atividade especifica tem
um valor de aproximadamente 1000 U/mg quando a concentragéo de IPTG € zero, para
quatro horas de indugdio. A atividade especifica tende a aumentar, atingindo seu valor
méximo quando a concentragdo do indutor ¢ 100uM. A partir dai, a atividade cai
bruscamente, sugerindo que a proteina recombinante atingiu altos niveis de
concentragdo, resultando na sua precipitagdo, denominado corpuisculos de incluséo
[manual QI Aexpressionist].

Com os resultados apresentados pelo grafico, 8 horas de indugdo sdo invidveis,
uma vez que, nessas condigdes, mesmo a baixas concentragdes do indutor a enzima

expressa ja esta colocada em corpusculo de inclusdo.
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2.3) Conclusdes

Os resultados experimentais obtidos até aqui nos levaram a concluir que:

e A clonagem dos fragmentos inseridos nos vetores Tb-p7 e Tb-p22 em bactérias E.
coli DH5a foi realizada com sucesso, possibilitando a montagem do gene no vetor
pBluescript;

e A subclonagem do gene no vetor pGEM-T e, posteriormente, no vetor de expressdo
pQE-30, foi realizada com sucesso;

o A expressio da enzima PGI-Tb se deu de forma satisfatoria;

e Com a enzima sendo expressa, pardmetros como: tempo de indugdo, tempo de
aplicagfio de ondas de ultra-som e concentragio de IPTG puderam ser otimizados;

e A possibilidade de medir a atividade de isomerase no extrato bruto permite concluir
que a enzima estda sendo expressa de forma solivel e ativa nas condigdes

mencionadas.
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Capitulo -3

O processo de purificacio da

Enzima phosphoglucose isomerase

As proteinas, de modo geral, desempenham muitas fungdes biolégicas nos organismos
da qual fazem parte, como exemplo a catilise e transporte. Essas fungdes estdo
diretamente relacionadas com a estrutura de cada molécula. Uma mudanga significativa
na forma estrutural pode significar uma diminuigio dréstica ou at¢ mesmo uma total
perda da sua atividade. Portanto, os trabalhos envolvendo estudos estruturais, € mesmo
trabalhos com enfoques bioquimicos como determinacio das seqtiéncias de aminoacidos
que ‘comp(”)em a proteina ou constantes cataliticas, necessitam obter a solugdo protéica
com alto grau de pureza. As trés abordagens para a purificagdo de proteinas sio a
cromatografia, a eletroforese e a ultracentrifugagdo. Nessa parte da dissertagfio serad

apresentada a estratégia de purificagdo adotada para a PGI-Tb.
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3.1) Cromatografia Liquida de Afinidade

A cromatografia ¢ um método fisico de separag¢@io, no qual os componentes a
serem separados sdio distribuidos entre duas fases: uma fase fixa de grande érea
superficial denominada fase estacionaria, e a outra um fluido que percola através dela,
sendo, por isto, denominada fase mével. A descoberta da cromatografia como técnica
analitica € atribuida ao botdnico russo M.Tswett, o qual, no inicio deste século,
conseguiu separar pigmentos de cloroplastos contidos em folhas verdes de plantas,
utilizando um tubo de vidro cheio com carbonato de calcio. A partir da década de 60,
com toda a base teérica estabelecida, deu-se inicio 4 informatizagio do sistema, com a
introdu¢do de computadores para monitorar pardmetros experimentais. A cromatografia
pode ser classificada de acordo com a fase mével usada: se a fase mével for um gas, é
dito cromatografia gasosa; se um liquido, cromatografia liquida; se um fluido no estado
supercritico, como cromatografia com fluido supercritico [Langas, 1993].

O processo de purificagdo que foi desenvolvido para a phosphoglucose
isomerase € uma variagdo do método de cromatografia de afinidade, baseado na forga de
interagéio criado por uma seqiiéncia de seis residuos de histidina consecutivos, inseridos
no segmento N-terminal da proteina, € uma resina de niquel coordenada com o écido

nitrilo triacético, (figura 3.1).
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FIGURA 3.1 - Cromatografia de afinidade envolvendo a interagdo entre o niquel coordenado com a resina
ligada na coluna e os residuos de histidina inseridos no N-terminal da PGI-Tb.

Para se ter uma idéia da eficacia desse método, as proteinas contendo um ou
mais residuos de histidinas no N ou C-terminal da proteina se ligam aos grupos Ni-NTA
da resina com uma afinidade muito superior aquela encontrada em complexos antigeno-
anticorpo e proteina-substrato. A interagio formada com a resina ndo depende da
estrutura tridimensional da proteina, contudo a for¢a de interagdo ird depender do
niimero de residuos da proteina ligados & resina de niquel {manual QIAexpressionist].

Na pratica, a ligagio podera ocorrer por um método de banho, se a resina €
apenas incubada na presenga da solugdo de proteina; ou entdo, em uma coluna
convencional. A lavagem ocorre sempre em coluna, utilizando-se uma solugdo tampao
com valor de pH nfio inferior a 6.3, ou contendo uma baixa concentragio de imidazol a
fim de reduzir-se quaisquer interagdes mais fracas estabelecidas entre proteinas
bacterianas e a resina. A elui¢dio da proteina da coluna também ocorre adicionando-se
imidazol no tampéo ou, alternativamente, diminuindo-se o valor de pH para menos de

6.0. Em condi¢des na qual o pH do tamp3o é reduzido, os residuos de histidina, com um
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valor de pKa de aproximadamente 6.5, se tornardo protonados e irdo se dissociar da
coluna. Similarmente, quando a concentragio de imidazol aumenta até¢ determinados
niveis, as proteinas irdo se desligar da resina, pois elas nfio podem mais competir pelo
sitio de ligagfio na resina. A figura 3.2 abaixo apresenta as etapas de purificagdo usadas

para a PGI-Tb, bem como a estrutura do residuo de histidina e o imidazol.

¥ 4 B
Extrato bruto c;; %&
‘ ‘“““’“""

A) His- tag-PGI

%g? ¥ i}j—
%l;i - %
Y
Void PGI-Tb pura eluida com 200

mM de Imidazol

FIGURA 3.2A — Estratégia de purificagdo adotada para a PGI-Tb. O extrato bruto contendo PGI ligadas
aos residuos de histidinas (em vermelho) é adicionado na coluna contendo resina ligadas ao niquel. As
varias proteinas ligadas na coluna sdo eluidas apés a sua lavagem com baixas concentragdes de imidazol.
A PGI-Tb ¢ eluida ap6s um acréscimo de imidazol no tampdo de lavagem.
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FIGURA 3.2B — Férmula estrutural da histidina adicionada estrategicamente no segmento N-terminal da
PGI-Tb e do imidazol usado durante a elui¢iio da enzima em questdo

3.2) Cromatografia liquida de exclusdo por tamanho

Um segundo método de purificagdo, também utilizado para a PGI-Tb, ¢ a
cromatografia de exclusio por tamanho, também conhecida por cromatografia em
filtragdo a gel. Essa técnica tem como principio a separagdo das proteinas ou outras
macromoléculas biolégicas, tendo como bases seus diferentes tamanhos.

A fase sélida da matriz consiste de poros variando entre 100 € 250 um, que s@o
empacotados dentro de uma coluna, ficando em contato com um liquido, geralmente um
tampdo que percola toda a matriz [Doonan, 1996].

A separagio pode ser visualizada em diferentes volumes de eluigio, sendo que
as moléculas maiores permanecem fora da matriz, uma vez que seus tamanhos inipedem

o seu acesso. Como conseqiiéncia, estas deixario a coluna mais rapidamente. As
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macromoléculas menores terfio acesso ao interior das matrizes sendo, portanto
retardadas em relagdo as maiores. A figura 3.3 abaixo representa a purificagdo de

proteinas, usando-se cromatografia de exclusdo por tamanho.

FIGURA 3.3 — Cromatografia de exclusio por tamanho usado para purificagio da PGI-Tb. Nesse tipo de
separagfo, as macromoléculas s3o retardadas umas em relagio as outras devido a seus diferente tamanhos.

Nesse tipo de cromatografia, as macromoléculas ndo sfo fisicamente retidas
diferenciando-se da cromatografia de afinidade. Entretanto, as diferentes proteinas serdo
eluidas em diferentes volumes de retengio.

A proteina de menor tamanho define o limite de exclusio. Moléculas com
massas moleculares menores que o limite de exclusio serfo eluidas da resina de acordo
com a ordem de suas massas moleculares, sendo que as maiores dentre elas serdo eluidas

primeiro.
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3.3) Materiais e Métodos

3.3.1) Estabelecimento do Protocolo de Purificagfio utilizando coluna de afinidade
No capitulo anterior foram apresentados alguns ensaios que tinham como
objetivo otimizar as condigdes de expressdo da enzima PGI-Tb. Apos essa otimizagéo,
se faz necessario estabelecer o protocolo de purificagiio da enzima, que ¢ uma etapa de
grande importancia no trabalho. A partir de agora estaremos abordando em detalhes a

formulag#io desse protocolo.

Ap6s a confirmagdo da expressio de PGI-Tb nos trés diferentes clones
apresentados anteriormente (capitulo 2), um deles foi escolhido aleatoriamente. Em
seguida, uma parte desse clone foi adicionado em meio de cultura LB so6lido na presenga
de 100 pg/mL de ampicilina, e deixado a 37°C por 12 horas. Apds esse periodo retirou-
se uma parte da col6nia com o auxilio de uma espétula estéril e adicionou-a em 5 mL de
meio de cultura LB liquido denominado pré inéculo. 250 pL desse pré inéculo foram
utilizados para inocular 100 mL de meio de cultura 2 xYT, cultivados até que a
densidade 6ptica a 600 nm atingisse o valor de 0.7, sendo, em seguida induzidos com
100 uM de isopropil-B-D-tiogalactopiranosida (IPTG). Tanto o pré indculo como o
in6culo foram cultivados a 37°C, com o auxilio de um agitador, sob agitagdo constante a
260 fpm, utilizando ampicilina como antibiético. Sendo o pré inéculo cultivado por 12
horas e o indculo por 4.

As bactérias cultivadas em 100 mL de meio de cultura foram separadas apos a
centrifugagdio a 4000 g, a 4°C de temperatura. Em seguida utilizou-se 3 mL do tampao A

(Tris-HC1 50 mM pH 8.0 contendo 300 mM de NaCl, 5 mM de imidazol e os seguintes
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inibidores de proteases 1 mM phenylmethyl sulfonyl fluoride (PMSF), 1uM Pepstatina,
1uM Leupeptina) para ressuspender as células.

O rompimento da parede celular foi realizado utilizando-se choque térmico e
ondas de ultra-som. A solu¢do foi congelada a -196°C em nitrogénio liquido e
descongelada em banho térmico a 37°C durante 7 vezes na presenga de 5 mg de

lisozima. Em seguida, foram aplicados trés pulsos de um minuto cada de ultra-som (50
mA de corrente). Adicionou-se 556 U de benzonase para auxiliar a quebra do DNA

celular.

Uma pré-clarificagdo foi realizada utilizando-se uma centrifuga refrigerada
(Sorval) ajustada para 10.000g; 4°C; 25 min. O sobrenadante foi recuperado e aplicado
na coluna de niquel previamente equilibrada com 25 ml do tamp&o A. A coluna foi
lavada com um gradiente descontinuo de imidazol de 5 a 95 mM com passos de 5 mM.
A cada lavagem uma aliquota de 15 pL da amostra era retirada e analisada por SDS-

PAGE 15% em condigdes desnaturantes. A figura 3.4 apresenta o resultado da

eletroforese.

3.3.2) Clivagem com o Fator-Xa

A clivagem da PGI-Tb foi realizada incubando a enzima com o Fator-Xa. A
reacdo se deu em tubos eppendorf a 4°C, durante 4 dias. O meio reacional foi composto
dos seguintes reagentes: 2 mL de PGI-Tb a 4 mg/mL em tampdo Tris-HCl 50 mM
contendo 150 mM de NaCl e 26 ng de Fator Xa (New England Biolabs). A cada

intervalo de 24 horas aliquotas de 20 pL. da amostra eram retiradas e analisadas por
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SDS-PAGE 15% em condigdes desnaturantes. A figura 3.9 apresenta o resultado da

cletroforese.

3.3.3) Protocolo de Purificacio utilizando-se coluna de exclusio por tamanho
Superdex-200

Ap6s a clivagem da enzima necessitou-se fazer a separagéo dos residuos de
histidinas da enzima PGI-Tb nativa. Para isso, submeteu-se a amostra resultante da
clivagem a uma cromatografia de exclusdo por tamanho.

O sistema de purificagio utilizado nessa segunda etapa foi uma coluna superdex
200 de 115mL de volume acoplada a um sistema FPLC automatizado (Pharmacia). A
amostra protéica foi concentrada em centriprep 30. Ap6s sua eluigio em coluna de
resina de niquel e incubada por 4 dias com Fator Xa, cuidou-se para que o volume final
apos a concentragdo ndo ultrapassasse 1% do volume da coluna superdex 200 (~1mL).
Esse volume foi aplicado na coluna apés esta ter sido equilibrada com 460 mL do
tampdo Tris-HC1 50 mM pH 8.0 contendo 150 mM de NaCl (~ 4 volumes de coluna),
sob um fluxo constante de 1 mL/min. O andamento da purificagéio foi monitorado a

280nm (dados ndo apresentados).

3.3.4) Eletroforese em Gel de Poliacrilamida

Durante as etapas de purificagio é necessario avaliar o andamento do processo.
O método utilizado para fazer essa avaliagdo foi eletroforese em gel de poliacrilamida
(15%) em condi¢des desnaturantes pelo método de Laemmli [Laemmli, 1970]. O gel foi

revelado com 0.010% de Comassie brilhant blue G-250.
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3.3.5) Determinagdo da Concentraciio de PGI-Tb

A concentragiio da enzima foi determinada pelo método de Bradford [Bradford,
1976). O corante comassie brilhant blue G-250 liga-se a proteina. Essa intera¢do
provoca uma mudanga no maximo de absor¢do do corante passando de 465 a 595 nm
onde & monitorada. Esse ensaio é muito reproduzivel, sendo que a interagéio do corante
com a proteina é completada em dois minutos, permanecendo estavel por

aproximadamente uma hora.

3.3.6) Determinacdo de Massa molecular da PGI-Tb

Neste experimento utilizou-se uma coluna Superose 12 ¢ um sistema HPLC
AKTA Explorer System (Pharmacia Biotech). A coluna Superose 12 ¢ empacotada com
resina de agarose, e é usada para separagdes analiticas na faixade 1 a 300 KDa de massa
molecular. O volume de resina da coluna superose 12 € de 24 mL.

O método utilizado em todas as analises cromatograficas nesta coluna foi o

mesmo:

Tampéo: Tris 50 mM pH 8.0 com 150 mM de NaCl;

Fluxo: 0,3 mL / minuto

Volume de amostras: 200 pL.

A tabela 3.1 apresenta os padrdes de massa molecular utilizados neste
experimento juntamente com seus respectivos volumes de eluicdio e a figura 3.5 a seguir

apresenta o cromatograma referente ao experimento.
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3.4) Resultados e Discussoes

As proteinas que interagem com os grupos Ni-NTA podem ser eluidos da
matriz através de um decréscimo do pH para valores menores que 6.3 ou,
alternativamente, através da adi¢do de imidazol no tampdo. O pH ou a concentra¢do
6tima de imidazol para a elui¢do € distinta para cada caso e devem ser determinados
empiricamente [manual QIAexpressionist].

Portanto, para determinar a concentracdo otima de imidazol necessirio para
eluir a PGI-Tb, a coluna de niquel foi lavada com um gradiente descontineo de 5 a
85mM de imidazol, com acréscimos de 5 mM. A figura 3.4 abaixo apresenta gel obtido

no intervalo de 45 a 85 mM de imidazol.

45 55 65 75 85 mM
KpaM ‘1 2273 42 75 ¢''7 8l o
66.0 — ——— e
45.0— ww
30.0 =
22.1 -

12.4 -

FIGURA 3.4 - Eletroforese em gel de poliacrilamida em condigdes desnaturante. M — Padrfio de massa

molecular; Pogos 1 a 9 referem-se a amostras obtidas do gradiente descontinuo de 45 a 85 mM de
imidazol.
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Foi observado no gel (resultados ndo apresentados) que elui¢do com 5 a 35 mM
de imidazo!l a PGI-Tb ainda mantém-se ligada ao grupo Ni-NTA da resina, sendo que
esta comegara a ser eluida quando a concentragdio de imidazol no tampdo de lavagem
gire em torno de 75 mM observado no pogo 6 do gel. Entretanto observa-se que ha uma
banda mais intensa no pogo 8 € 9 onde a concentragdo de imidazol é de 75 ¢ 85 mM
respectivamente.

Portanto ao lavar a coluna com uma concentragfio no tampdo menor que 65mM,
nfo sera suficiente para eluir a PGI-Tb.

As PGIs de alguns organismos tém sido grandemente estudadas. Marchand
apresenta a proteina de 7. brucei como sendo um polipeptideo de duas subunidades com
606 aminoacidos cada e com Mr de 67280 Da [Marchand et al., 1989]. J4 os resultados
publicados por Misset para o mesmo organismo apresentou-a com Mr de 62400 Da para
a subunidade [Misset et al, 1986]. Esses valores diferem um pouco do resultado
publicado por Nyame para a PGI de Leishmania mexicana com valor de 65KDa para
cada subunidade sugerindo a mesma como sendo homodimérica [Nyame et al., 1994}].
A PGI de Lactococcus lactis também foi reportada com Mr de 50 KDa. Esta, porém,
possui uma identidade seqiiencial muito baixa entre os residuos que fazem parte da
seqiiéncia N-terminal quando comparada com PGIs de outros organismos. A excegdo ¢ a
PGI de Bacillus stearothermophilus [Nomura et al., 1997].

‘Estudos realizados por Concepcion [Concepcion et al, 1999] com a PGI
glicossomal e citosolica de T. cruzi revelaram que a enzima apresenta-se na forma
trimérica com Mr de 186 + 9KDa com subunidades de 63 KDa indicando a mesma como

sendo um homotrimero. Entretanto, ¢ importante salientar que PGIs de outras fontes,
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incluindo protozoérios parasitas, apresentam-se na forma dimérica com Mr variando
entre 53 ¢ 67 KDa.

O resultado da eletroforese em condigdes desnaturantes apresentado na figura
3.4 apresenta o mondmero de PGI-Tb com uma massa molecular comparéavel 2 massa do
mondmero da albumina de soro bovina 66 KDa, porém com valor um pouco inferior a
esta.

Para se determinar o valor da massa da PGI-Tb e, possivelmente, confirmar um
dos valores citados acima, uma pequena amostra da enzima previamente purificada
através da coluna de afinidade foi cromatografada, utilizando-se a coluna gel filtragdo
superose 12. A tabela 3.1 apresenta os padrdes de massa molecular utilizados, e a figura

3.5 apresenta o perfil cromatografico obtido.

TABELA 3.1 - Padriio de massa molecular utilizado na coluna superose 12 e seus respectivos volumes de
eluicdo

Padroes de MW MW (Da) Log MW Ve (mL)
Amilase 200.000 5,301 10,685
Alcool desidrogenase 150.000 5,176 11,291
Albumina 66.000 4,82 11,79
Anidrase Carbdnica 29.000 4,462 13,672
Citocromo C 12.400 4,093 15,499
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FIGURA 3.5 — Perfil cromatografico da eluigdo da PGI-Tb na coluna superose 12. O pico mais alto
apresentou atividade de isomerizagéo.

Apbs a obtengdo do Volume de eluigdo (Ve) para cada proteina padréio obtida
separadamente e utilizando-se o programa Origin foi possivel construir o grafico
mostrado na figura 3.6. A equacdo que descreve o comportamento apresentado pela

curva é Log MW = 8,0 — 0,25 x Ve.
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FIGURA 3.6 — Curva de calibragio da coluna superose 12, utilizando-se proteinas com massa molecular
conhecidos. Log MW = 8,0 -0,25 x Ve

O perfil de elui¢do da PGI-Tb apresentou quatro picos, uma vez que o sistema €
muito sensivel e capaz de detectar contaminantes, mesmo que em pequenas proporgdes
(figura 3.5). Portanto para se determinar qual ¢ o pico que corresponde a enzima em
questdo, realizaram-se testes de atividade em cada fragdo. Dos picos analisados frente a
atividade de isomerase, apenas uma das fragbes apresentou resultado positivo. Seu
volume de eluigio foi 8 mL. Observando-se o grafico da figura 3.6, € possivel concluir
que a PGI-Tb nessas condigdes apresenta-se com uma massa molecular maior que
2(;OKDa (Amilase). Caso a curva seja extrapolada, a massa molecular correspondente a
8 mL ¢ de 790 KDa.

Considerando 6 resultado de 65 KDa publicado por Nyame, esse valor
corresponde a 12 mondmeros da enzima. Uma possivel justificativa para esse tipo de

comportamento seria a presenga dos residuos de histidinas que estariam de alguma

forma favorecendo a aglomeragdo das moléculas.
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Portanto, para determinar a massa do mondémero da PGI-Tb utilizou-se o
programa ‘Proteina’ [Gill; Von Hippel, 1989]. Este programa utiliza a seqiiéncia de
aminoécidos que compde a proteina em questdio e calcula os seguintes parametros:
nimero total de aminoacidos, a composi¢do de aminoacidos, o coeficiente de extingdo e
a concentragdo tedrica da enzima através do valor da absorgfio a 280 nm. Para calcular a
massa, o programa faz a somatoria das massas moleculares de cada aminoacido da
seqiiéncia fornecida. Para a PGI-Tb, o valor encontrado foi de 67466 Da para o
mondmero. Esse valor estaria de acordo com o resultado apresentado por Marchand
[Marchand et al., 1989] de 67280 e com aqueles publicados por Nyame [Nyame et al.
1994] de 67113. Entretanto esse valor difere um pouco do resultado obtido
eletroforeticamente, porém deve ser ressaltado que a banda correspondente a PGI-Tb
estd em uma regifio ndo linear da curva que descreve o comportamento entre a massa
molecular da proteina e sua distincia percorrida no gel (LogMW x distancia).

O mon6mero da PGI-Tb apresenta-se com uma massa molecular de 67 KDa,
calculado através do programa ‘Proteina’.

Deu-se inicio & purificagio de PGI-Tb em grandes quantidades, seguindo o
protocolo descrito em materiais ¢ métodos. A figura 3.7 apresenta o gel referente a etapa

de purificagdio em coluna de niquel.
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FIGURA 3.7 - Eletroforese em Gel de Poliacrilamida (15%) das fragdes referentes a purificagio da PGI-
Tb através da coluna de niquel Ni-NTA. A seta aponta a banda referente i enzima com alto grau de
pureza. O pogo M refere-se ao padrdo de massa molecular; 1-Pellet apds a quebra da membrana celular e
centrifugacio; 2-Sobrenadante extrato bruto aplicado na coluna; 3 a 5 Lavagem com 60 mM de imidazol;
6-Fluicdo da PGI-Tb.

Nessas condigdes observa-se claramente que a resina contendo os grupos Ni-
NTA comporta-se de forma muito satisfatoria. A eficiéncia da mesma é observada
comparando-se os resultados dos pogos 2, 3 e 4. Observa-se, comparando os pogos 2 € 3,
que o extrato bruto passa quase que totalmente pela coluna, interagindo muito pouco
com a resina. Isso provavelmente se deve ao fato da expresséo estar sendo realizada em
procarioto. Em eucarioto a probabilidade de proteinas contendo residuos de histidinas
vizinhos € maior, o que poderia interagir com uma afinidade um pouco maior com a
resina, dificultando a purificagdo, pois a intensidade de interag¢do leva em conta o
numero de residuos que se liga a resina. Um cuidado de equilibrar a resina com o
tampédo ja4 contendo 5 mM de imidazol deve ser tomado, evitando assim interagdes

inespecificas, [manual QIAexpressionist].
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A enzima expressa mostrada no pogo 6 do gel possui um alto grau de pureza,
necessario para dar andamento nos experimentos que virdo a seguir. O rendimento
obtido girou em torno de 8 mg de enzima pura / litro de meio de cultura 2 xYT. Esse
rendimento se mostra satisfatério para os experimentos mencionados nas etapas
seguintes. Entretanto, ¢ possivel observar que uma parte relativamente significativa é
perdida na forma insoluvel pogo 1 do gel. Essa perda, denominada corpusculo de
inclusdo, pode ser atribuida devido a grande produgfio da enzima recombinante, o que

favorece ao aparecimento da enzima em forma insolivel [manual QI Aexpressionist].

3.4.1) Clivagem com o Fator-Xa

Para a obteng¢@o da PGI-Tb em condig¢Ses nativas, a mesma foi separada da
cauda de histidinas através da incubag@io com o fator-Xa, uma protease que reconhece a
seqiiéncia dos residuos Ile, Glu, Gly e Arg e realiza a clivagem apds a Arg. A seqiiéncia
de His juntamente com o sitio de reconhecimento do Fator-Xa, e a enzima PGI-Tb estdo
representados na figura 3.8, e, em seguida (figura 3.9), a eletroforese, mostrando o

andamento da rea¢do nos quatro dias de incubagio.

6xHis Fator Xa PGI-Th
Met 1 Leu 607
882.6 Da 455.5 Da 67466 Da

1 >

FIGURA 3.8 - Representagiio esquematica da enzima PGI-Tb, o sitio de Reconhecimento do Fator Xa e
os residuos de histidinas.
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FIGURA 3.9 - Resultado da eletroforese em gel de poliacrilamida 15% apds a incubagdo com o Fator-Xa
por quatro dias, destacando a regido na altura de 66 Kda. Pogo M padrdes de massa molecular. Pogo 1
controle da reagiio. Pogos 2, 3, 4 e 5 correspondem aos tempos de incubago de 24, 48, 72 e 96 horas
respectivamente. Pogo 6 € 7 amostras eluidas da superdex 200. A — PGI-Tb antes da incubagio com Fator-
Xa. B — Apds a incubagiio com Fator Xa.

No pogo 1 observa-se a banda referente 4 enzima, ligada aos residuos de His,
que serviu de referéncia durante o andamento da clivagem. E possivel observar no pogo
2 que a banda torna-se um pouco mais larga, indicando a presenga da molécula com uma
massa molecular ligeiramente menor que o controle. Esse efeito tende a ser repetido em
48 horas de reagdio (pogo 3). A partir do pogo 4 observa-se que a banda referente a
enzima sem os residuos de His e o sitio de clivagem € mais intensa, indicando sua
presenga em maior quantidade. A partir de 96 horas de incubagdo (pogo 5), ndo se

observa a banda referente 4 enzima com os residuos de His, sugerindo que praticamente
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toda a enzima presente foi clivada pelo Fator Xa. A diferenga entre a enzima clivada e
ndo clivada obtida teoricamente € de 1338.1 Da, que corresponde aos 6 residuos His e ao
sitio de reconhecimento do Fator-Xa, dez residuos no total (figura 3.8).

O tempo de clivagem poderia ser diminuido utilizando-se maiores
concentragdes da protease. Entretanto, como a estabilidade da enzima é muito boa (o
resultado de estabilidade serd mostrado adiante), decidiu-se inserir no protocolo de
purifica¢dio quatro dias de clivagem com o Fator Xa, ¢, logo em seguida, submeter o
produto da clivagem a uma coluna de filtragio em gel.

\

3.4.2) Protocolo de Purificacdo utilizando-se coluna de exclusio por tamanho
Superdex-200

O cromatograma obtido nessa purificagdo apresentou um pico muito largo
(resultado ndo apresentado). Todas as fragdes referentes a essa banda foram reunidas e
submetidas a uma eletroforese utilizando-se o mesmo gel apresentado na figura-3.9,
pogo 6 € 7, com a finalidade de compara-los. As amostras, apés terem sido reunidas,
apresentaram atividade de isomerase, sendo, em seguida concentradas em centriprep até
6mg/mL e submetidas a experimentos de cristalizagfo, utilizando-se o fatorial crystal

screen e crystal screen (II) da Hampton Research.
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3.5) Conclusdes

¢ Foi possivel expressar a enzima PGI-Tb no vetor pQE-30 com seis residuos
de histidinas, e estabelecer seu protocolo de purificacgio;

e A enzima expressa possui um alto grau de pureza necessario para os estudos
de cristalizagdo e caracterizagdo, apresentando um rendimento médio em
torno de 8mg / litro de meio de cultura 2 xYT;

e Os resultados obtidos indicam que a enzima apresenta-se com
aproximadamente 67 KDa para o mondmero.

e A clivagem com o Fator-Xa mostrou-se muito satisfatoria, clivando a
enzima somente no sitio especifico, permitindo a obtengfo da enzima em

forma nativa.
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Capitulo - 4

Determinacio das constantes

Cataliticas da Enzima phosphoglucose isomerase

A enzima phosphoglucose isomerase foi submetida a varios experimentos que
culminaram na sua caracterizagdo enzimdtica. Os valores das constantes (K, Viax, Keat €
kea/Km) foram determinadas e comparadas com outras PGIs. Experimentos de atividade
foram utilizados para determinar a estabilidade da enzima, bem como seu
comportamento em diferentes valores de pH. Inibidores da PGI de levedura, musculo de
coelho e Bacillus stearothermophilus foram utilizados para a determinagfio dos valores
de 1Csp da enzima. Além disso, foi possivel determinar o valor de pI da enzima. Os

varios topicos mencionados serdo abordados nesse capitulo.
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4.1) Cinética Enzimatica

No presente contexto, cinética esta relacionada com a variagfio na quantidade de
substrato consumido ou de produto formado ao longo do tempo. Entretanto, informagées
sobre 0 mecanismo de reagdo, afinidade da enzima pelo substrato, interagéio da enzima
pelo cofator e o tipo de interagdo da enzima com substrato podem ser extraidas em
estudos de cinética enzimatica.

O estudo de cinética comegou em 1902, quando Adrian Brown investigou a
taxa da hidrolise da sacarose catalisada pela enzima invertase (conhecida atualmente pdr
B-fructofuranosidase) [Voet; Voet,1995].

Em concentragGes fixas da enzima, a velocidade de catalise V, definida como o
nimero de mols de produto formado por minuto, varia de diferentes formas em fungéo
da concentragdo de substrato S. Em baixas concentra¢des de substrato V mantém uma
relagio linear com a concentragdo de S; em altas concentragdes V, praticamente
independe da concentragio de S.

Em 1913 Leonor Michaeles e Maud Menten propuseram um modelo simples
para explicar as caracteristicas cinéticas. O aspecto critico de seu tratamento € que um
complexo ES especifico é um intermediario necessario na catalise. O modelo proposto
que da conta das propriedades cinéticas de muitas enzimas é representado pela reagéo

4.1.

E + § =——> ES —> E + P 4.1
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A enzima E combina-se com o substrato S para formar o complexo ES com
uma constante catalitica k;. O complexo tem dois possiveis destinos: ele pode dissociar-
se para E e S com uma constante de velocidade k-;; ou pode prosseguir e formar o
produto P, com uma constante de velocidade k; Presume-se que quase nada do produto
reverte ao substrato inicial uma condigdo veridica na etapa inicial da reagéo.

De acordo com esse modelo, quando a concentragio de substrato ¢ alta o
suficiente para converter toda a enzima presente no complexo ES, o segundo passo
torna-se o limitante, e a taxa da reagfio global fica insensivel a aumentos na concentragio
de substrato.

A velocidade em func¢io da concentragdo de substrato pode ser expresso pela

equagéo 4.1 abaixo:

v:kz[ES]zk_Z[ElTE_]. 4.1
K, +[S]
k,+k,
Onc}e k M= ——k— é conhecida como constante de Michaelis-Menten.

1

Em baixas concentragdo de substrato, o denominador da equacgo 4.1 aproxima-
se do valor da constante Ky, proporcionado uma relagio linear entre a velocidade ¢ a
concentragdo de substrato. Em altas concentragdes de substrato a relacdo entre a

velocidade e a concentragdo de substrato nio obedece uma relagéo linear.
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A inversio da equagdo 4.1, basica em estudos de cinética, permite facilmente o
calculo de Ky € Vmax através do calculo da velocidade especifica em diferentes
concentragbes do substrato. E conveniente transformar a curva obtida, referente a
equagio 4.1 em uma reta, tomando-se a dupla reciproca em ambos os lados da equagéo.
Essa reta, denominada duplo reciproco de Linweaver-Burk, corta o eixo X,
correspondente a 1/[S] em —1/Ky, € o €ixo dos Y, correspondente a 1/V em 1/V pax.

O Ky é a concentragio de substrato para a qual velocidade de reagdo
corresponde a metade da velocidade méxima e varia largamente de uma enzima para
outra, sendo também fungfio do pH e da temperatura. O valor de Km diminui com o
aumento da afinidade da enzima pelo substrato.

O parimetro Vpax estd relacionado com a eficiéncia catalitica da enzima,

podendo ser expresso pela equagio 4.2 abaixo:

14

max (4.2)

cat (E],

que corresponde ao mimero de reagdes que cada sitio ativo catalisa por unidade de

tempo. A razio Ke./Km € uma medida da eficiéncia catalitica da enzima.
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4.2) Materiais e Métodos

4.2.1) Medidas da Atividade Enzimatica e sua relagido com o tempo ¢ pH

Principio: A atividade enzimatica pode ser medida no sentido da reagio direta
ou inversa, monitorando a oxidagdo do NADPH ou a redugdo do NADP,
espectrofotometricamente. A atividade de isomerase € mais convenientemente medida
no sentido da formagfo da glicose-6-fosfato a partir da frutose-6-fosfato (reagéo 4.2), e
em seguida, a redugio do NADP" (reagfio 4.3), como mostrado abaixo [Gracy; Tilley,

1973].

Frutose-6-Fosfato L Glicose-6-Fosfato “4.2)

Glicose-6-Fosfato + NADP* GSPP Glucone-5-lactone-6-Phosphate + NADPH (4.3)

A mistura reacional foi realizada usando-se solugdes contendo 100 mM de
tampéo trietanolamina pH 7.6, 1.2 mM frutose-6-fosfato, 7 mM MgCl,.6H,0, 0.4 mM
NADP" e 5ug glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PDH) num volume total de 1.0 mL. A
reacdo foi realizada em uma cubeta de quartzo de 1 cm de espessura a 22 °C, durante 1
minuto.

Durante esse periodo, a glicose-6-fosfato formada ¢ oxidada e o NADP" ¢
reduzido. Essa transformacdo ¢ iniciada pela adigdo da 150 ng de da enzima PGI-Tb em
tampéo Tris S0mM pH 8.0 e 300 mM NaCl. A formagido de NADPH pode entéo ser
acompanhada pela alteragio na absorbancia a 340 nm. O resultado da variagfo na

absorbancia por minuto ¢ divido por 6,22 mM cm™ (coeficiente de extingdio molar do
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NADPH), resultando na quantidade de frutose-6-fosfato consumida (pmol), por minuto,

por massa (mg) de enzima (PGI-Tb). A equagdo 4.3 abaixo foi usada para o célculo da

atividade espeifica.

AE = (4 4bs Duiwen % Vs (4.3)
(5 )NADPH X (V x C )PGI -1
Sendo: AE - Atividade Especifica (U/mg)

AAbs - Variagdio de absorbancia por minuto a 340 nm

V1 - Volume total de reagiio em pL

¢ - Coeficiente de extingdio molar do NADPH produzido = 6.22 (cm X
mM)-l

V - Volume de PGI adicionada no ensaio em pL

C - Concentragio de PGI-Tb em mg / mL

Foram realizados vérios experimentos que possibilitaram calcular os
parametros de estabilidade da enzima, a variagéo da atividade em fungdo do pH.

Uma unidade de atividade foi definida como sendo 1 pmol de substrato
(frutose-6-fosfato) convertida por minuto.

Antes de determinar a atividade dos varios produtos de purificagéo, realizaram-
se varios testes de atividade usando a PGI de levedura (Sigma), com o proposito de
determinar a quantidade ideal da PGI, na reagéo. Conhecendo-se o valor ideal de

concentragio de PGI deu-se continuidade aos demais experimentos. Para determinar a
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estabilidade da PGI-Tb, duas aliquotas (0.5 mg/mL) foram mantidas a 4°C e 24°C
respectivamente. Em intervalos de aproximadamente 10 dias foram realizados testes de
atividade com essas amostras.

Realizaram-se novos experimentos objetivando determinar o pH em que a
enzima recombinante apresente maior atividade especifica. Para isso, amostras de PGI-
Tb foram dialisadas em tampdes a 50 mM contendo 50 mM NaCl. Os tampdes utilizados
cobriram um intervalo entre 4 e 10 com variagdes de uma unidade de pH. Em seguida, a

atividade especifica foi medida em cada tamp3o.

4.2.2) Determinacio das constantes cataliticas da enzima phosphoglucose isomerase
(Kms Vinaxs Keat € Keat/Km)

O procedimento usado para determinar as constantes cataliticas foi igual ao
empregado para a determinagiio da atividade especifica, baseado na formagéio do
NADPH a partir de NADP". Foram usadas seis concentragdes diferentes do substrato
frutose-6-fosfato (1300, 650, 325, 162.5, 81.25, 40.63 pM) e 150 ng de PGI-Tb. O
resultado foi convertido em unidades de velocidade, dividindo-se a variagdo de
absorbancia a 340 nm obtida em cada ensaio pelo coeficiente de extingdo molar do
NAi)PH, que € 6.22 (cm X mM)™*. Com os resultados obtidos foi possivel tragar a curva
velocidade de reacdo em fun¢dio da concentragio do substrato, juntamente com seu
duplo reciproco, possibilitando a determinagdo das constantes Km, Vimax, Keat € Keat'Km

(figura 4.3).
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4.2.3) Determinacio de 1Cs

Hardré e colaboradores [Hardré et al., 1998 e 1999] sintetizaram e estudaram
quatro inibidores: D-Arabinonhydroximate-5-phosphate (5PAH), D-Arabinonate-5-
phosphate (SPAA), D-Arabinonamide-5-phosphate (SPAAm) e D-Arabinonhydrazide-5-
phosphate (SPAHz) de PGI. Seus estudos revelaram que estes compostos t€m a
propriedade de inibir as PGIs de levedura, musculo de coelho e Bacillus
stearothermophilus. A atividade de isomerase para a PGI-Tb foi medida na presenga de
cada um desses inibidores, e observou-se uma diminui¢do na atividade especifica em
cada um deles. Resolveu-se, portanto, determinar o valor IC sy para a PGI-Tb frente a
cada um desses compostos.

A mistura reacional foi preparada usando-se solugSes nas mesmas
concentragOes utilizadas para a determina¢io da atividade especifica, acrescentando
diferentes concentragdes de cada um dos inibidores. A tabela 4.3 apresenta as
concentragdes de cada inibidor usado durante os experimentos. A reagfio foi realizada
em cubeta de quartzo de 1 cm de espessura a 22 °C durante 1 minuto, mantendo um
volume final de 1 mL..

Como a relagio entre a concentragdo de NADPH formado obedece uma relagéo
linear com o tempo, o calculo do ICsy baseou-se no coeficiente angular medido.
Calculou-se o coeficiente angular da reta formada na auséncia e na presenga de cada um
dos inibidores em suas diferentes concentrac;c?es. Aurﬁentando-se a concentragdo do
inibidor, o coeficiente angular da reta diminui e o valor de ICs¢ coincidira com a metade

do valor do coeficiente obtido na auséncia desses compostos.
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4.2.4) Focalizagido Isoelétrica da enzima

Focalizagio Isoelétrica é o procedimento usado para determinar o ponto
isoelétrico (pI) de uma proteina. Um gradiente de pH ¢ estabelecido ao longo de um gel
a base de uma mistura de compostos organicos de baixa massa molecular denominados
de anfolitos. Esses anfolitos (anfoteros) tém a propriedade de agir como acidos
(doadores de proton) ou bases (aceptores de prétons).

Quando uma mistura protéica ¢ aplicada ao gel, cada proteina migra sobre ele
até que o pH coincida com o valor do pl. Proteinas com diferentes pls sdo entdo
distribuidas de diferentes formas sobre o gel [Nelson; Cox, 2000].

Utilizou-se o sistema PhastSystem (Pharmacia) para determinar o pl da PGI-Tb
recombinante. Apés a purificagio da enzima, através de coluna de afinidade (protocolo
ja estabelecido), a PGI-Tb foi dializada com tampéo Tris 1 mM pH 8.0 contendo 50 mM
de NaCl. Nesse experimento, aliquotas 5 ¢ 6 pL a 6 mg / mL foram aplicadas nos géis
PhastGel IEF 3-9 e PhastGel IEF 5-8, os quais permitem a determinagio do pl situado
no intervalo de pH 3 a 9 ¢ 5 a 8 respectivamente. A determinag&o do pl da PGI-Tb foi
realizada sob condi¢Bes padrdo do equipamento e a coloragdo foi realizada com

coomasie blue (R-250).
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4.3) Resultados e Discussdes

4.3.1) Medidas da Atividade Enzimatica e sua relag¢iio com o tempo e pH

A metodologia utilizada nos experimentos de cinética enzimatica foi o proposto
por Gracy e Tilley. Esse método baseia-se na medida do NADPH formado a partir do
NADP" presente no meio reacional.

Foram calculados os valores da atividade especifica para PGI de T. brucei e
levedura (Sigma) utilizada para padronizar o método. A padronizagdo do método
consistiu em realizar experimentos variando-se a concentragéio da enzima e mantendo-se
constante as concentracdes dos demais reagentes. O objetivo era determinar qual a
melhor concentragiio da enzima PGI-Tb que deveria ser utilizada nos experimentos, de
tal maneira que o produto formado obedecesse uma relagdo linear com o tempo. 0
melhor resultado encontrado foi 15 pg/mL. Padronizou-se, portanto, utilizar 10 pL da
enzima a 15 pg/mL, que corresponde a 150 ng da enzima.

A reagiio ¢é iniciada pela adi¢do de PGI-Tb, podendo, dessa forma, acompanhar
a formagdo de NADPH ao longo de um minuto. A tabela 4.1 resume os valores de

atividade para as PGls, em U/mg de T. brucei € levedura.

TABELA 4.1 — Valores de atividade especifica em (U/mg) para a PGI de levedura (Sigma) usada para
padronizar o método e de T brucei.

Atividade Especifica de PGI (U/mg)

Levedura Tripanosoma brucei

255 290
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Como pode ser observado pela tabela 4.1, a enzima mostrou-se ativa com valor
de atividade, comparada a atividade da mesma enzima em levedura.

A estabilidade da enzima PGI-Tb foi determinada através da medida de sua
atividade especifica em intervalos de tempo de, aproximadamente sete a dez dias. As
amostras estocadas eram diluidas e sua atividade determinada. A figura 4.1 apresenta a

variaco da atividade especifica ao longo do tempo.

o b tig
M

200 j{
150

100 -1

Atividade Especifica (U/mg

o171
o 20 4 e 8 100 120

Tempo (dias)

FIGURA 4.1 - Atividade Especifica medida em intervalos de aproximadamente dez dias. A curva em
preto representa a enzima estocada a 4°C e a vermelha a 25°C.

Através dos dados da curva apresentada, claramente observa-se que a enzima
mantém-se ativa por um longo periodo de tempo, sendo que sua atividade mantém-se
constante por aproximadamente 30 dias, com uma pequena queda apos esse periodo

chegando-se a 87% da atividade inicial a 4°C. Em seguida, a atividade mantém-se
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constante por mais 45 dias. A partir dai observa-se uma queda brusca da mesma,
chegando a 10% da atividade inicial em aproximadamente 30 dias.

O mesmo comportamento nio se observa para a enzima estocada a 25°C. Uma
queda constante € observada nessas condigdes, sendo que a atividade enzimética atinge
13% da atividade inicial em aproximadamente 30 dias. Entretanto observou-se (dados
ndo apresentados) que a atividade enzimatica atinge 70% da atividade inicial em 22 dias
quando a enzima ¢ estocada a 15 ng/pL a 4°C, que corresponde a concentragéo utilizada
nos ensaios de atividade. Esses dados sugerem que enzima PGI-Tb € estdvel, mantendo-
se ativa por um longo periodo de tempo. Essa estabilidade ¢ dependente da
concentraco.

Esse comportamento ¢ interessante, uma vez que experimentos de cristalizagéio
sdo demorados e a manutencgéo da atividade nesses casos € importante.

O pH em que a enzima possui maior atividade também foi determinado apés a
medida da atividade nos diversos pH ja citados. A curva que descreve o comportamento

da atividade especifica em fungéio do pH € apresentada na figura 4.2
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FIGURA 4.2 — Curva de atividade especifica da PGI-Tb em fungZo do pH, a atividade € maxima quando
a enzima ¢é diluida no tamp@o Tris-HCI pH 8.

A atividade especifica da enzima em pH 4, 5 e 6 corresponde a 55 % da
atividade obtida quando a enzima encontra-se em pH 8. A partir desses valores, a
atividade especifica tende a aumentar até atingir seu valor maximo em pH 8 ¢ entdo
novamente tende a decrescer (figura 4.2).

Esse comportamento € coerente com o mecanismo de reagéio proposto por
Jeffery [Jeffery et al., 2000], para a reagdo catalisada pela PGI de musculo de coelho. O
mecanismo de isomerizagdo envolve uma catilise do tipo é4cido / base com a
transferéncia de um préton e a formagio de intermediario cis-enediol. Dois residuos sdo
considerados durante o processo: a His-388 e a Lys-518.

Para que ocorra a reagdo, a histidina, com pKa de 6.7, deverd estar
desprotonada, o que ndo acontece em pHs menores que 6.7. Nestas condigdes, 0s

prétons deverdo competir com o nitrogénio dos residuos de histidina, dificultando ou
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mesmo impedindo a abstragdo de um préton do substrato necessario para a reagdo. O
grafico mencionado anteriormente descreve esse comportamento.

Da mesma forma a lisina com pKa de 9.4 devera estar protonada para o
andamento da reagfio. Portanto, em situagdes aonde o pH for maior que 9.4, a lisina
estara desprotonada, dificultando o término da reagéo. Esse comportamento € coerente
com o observado na figura 4.2. Portanto, a regido 6tima para a reagéo de isomerizagdo
corresponde ao pH intermediario entre 6.7 ¢ 9.4 (figura 4.2), e esse resultado esta de
acordo com o trabalho publicado por Concepcion [Concepcion et al., 1999] para a PGI

de 7. cruzi.

4.3.2) Determinagdo das constantes cataliticas da enzima phosphoglucose isomerase

Para as medidas de cinética enzimatica utilizaram-se 0s mesmos reagentes nas
suas devidas concentragdes, ja descritas. Apenas a concentragdo de substrato variou de
1.3mM a 40.63 pM. Essas diluigdes foram realizadas utilizando-se as mesmas pipetas €
sempre se retirando o mesmo volume de substrato e do solvente. Esse procedimento
resultou numa grande diminuigdo dos erros envolvidos, resultando em curvas bem
aju§tadas com os dados experimentais. A figura 4.3 a seguir apresenta a relagdo entre a
velocidade de reagdio em fungio da concentragdo do substrato frutose-6-fosfato para a
PGI de Leishmania mexicana e T. brucei, juntamente com seus respectivos duplo

reciproco.
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FIGURA 4.3 - Curva mostrando a dependéncia da velocidade em relagdio a concentragdo de substrato
(frutose-6-fosfato), juntamente com a curva de Michaeles-Menten para a isomerizag8o catalisado pela
PGI de L. mexicana e T. brucei. A partir das equagdes ( Y = 0.014 + 6.0 X) e ( Y = 0.0238 + 3.48 X)
foram obtidos os valores de K, € V 5k

A tabela 4.2 apresenta os valores das constantes cataliticas calculados e de

algumas constantes encontradas na literatura.

TABELA 4.2 — Valores de Vmax, kcat, Km, e kcat/Km para a PGI de T. brucei, L. mexicana e T. cruzi
citosolica e glicossomal para o substrato frutose-6-fosfato

Constantes Cataliticas
, Vinax (WM/min) | Kear (87 Kn (M) Keat/ Ken (s M)
T. brucei 42,02 630 146,22 x 10°® 4,31 x10°
L.mexicana 72,4 1070 428,6 x 10° 2,50 x 10°
T. cruzi
Citosolica - - 800 x 10°° -
glicossomal - - 125 x 10°° -
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O K,, da PGI-Tb recombinante foi de 146 uM. Esse valor est4 de acordo com o
encontrado na literatura de 122 pM [Marchand et al., 1989] para o mesmo substrato
frutose-6-fosfato. Segundo Cox; Nelson (2000) os valores de Ky, estdo relacionados com
a disponibilidade de substrato para a reagdo. Uma enzima que catalisa um substrato em
baixas concentragdes devera apresentar um menor valor de Kn. Segundo essas
consideragdes, os resultados publicados por Concepcion revelam que o substrato esta
disponivel em maior quantidade no citosol do que no glicossoma de Tripanosoma cruzi,
organismo do mesmo género do Tripanosoma brucei [Concepcion et al, 1998].
Entretanto, a concentragdo de substrato (F6P) glicossomal para ambos séo relativamente
similares, pois seus valores de Km sfo 146 ¢ 125 uM para a PGI de T. brucei e T. cruzi,
respectivamente.

A eficiéncia catalitica para a PGI-Lm e PGI-Tb pdde ser analisada comparando-
se seus valores de K, O valor encontrado para a PGI-Lm ¢ aproximadamente 1.7 vezes
maior que 0 Ky para a PGI-TD, significando que a PGI-Lm possui maior eficiéncia de

catalise quando comparada com a PGI-Tb.
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4.3.3) Determinacéo de 1Cs
Os inibidores de PGI de levedura, Bacillus stearothermophilus ¢ musculo de
coelho usados para calcular o IC 5o da PGI-Tb sfio mostrados na figura 4.4, bem como o

intermediario da reagfo catalisada pela PGI.

OH OH NH,
C\C/O' O\C/O‘ O\C/NH O\C/NHz O\C/NH
HO———H HO—1—H HO————H HO———H HO————H
H—T—0H H—————OH H————OH H————OH H————OH
H———0OH H————OH H————OH H—————OH H———OH

CH,OPO3? CH,0P0;2 CH,0PO;2 CH,0PO;2 (:H20|=o3‘2j

1, 2-Cis enediolato SPAA 5PAH 5PAAmM 5PAHz

FIGURA 4.4 — Inibidores de PGI de levedura, Bacilus stearothermophilus e musculo de coelho D-
Arabinonate-5-phosphate (SPAA), D-Arabinonhydroximate-5-phosphate (SPAH), D-Arabinonamide-5-
phosphate (SPAAm), D-Arabinonhydrazide-5-phosphate (SPAHz) e o intermedidrio da reagdo catalisada
pela PGI 1,2-Cis enediolato.

A concentracdo estoque de cada um dos inibidores era de 100 mM. Pequenas
aliquotas, variando entre 1 e 10 pL, eram adicionadas no meio reacional, diluindo-as
para valores de concentragdo conhecidos, cuidando-se para que o volume final fosse
constante e igual a 1mL.

Trés ensaios de atividades foram realizados com a enzima na auséncia de
qualquer inibidor. As retas obtidas foram usadas para calcular o coeficiente angular
médio, sendo este tomado como padriio. Em seguida trés novos ensaios foram realizados

na presenca do primeiro inibidor, calculando-se o coeficiente angular médio; esse passo
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foi sucessivamente repetido a cada nova concentragio do inibidor. Esse procedimento
foi tomado para cada um dos compostos mencionados. Com o0s dados obtidos foi
possivel estabelecer a relagdo entre a concentragdo de inibidor e o coeficiente angular,
mostrado na figura 4.5, para cada composto analisado. A tabela 4.3 abaixo apresenta 0s

dados obtidos durante cada experimento.

TABELA 4.3 — Valores do coeficiente angular médio para as diferentes concentragbes dos inibidores
analisados, usados para calcular o valor de IC 5

[SPAA] (uM) | Coef. Angul min™) | [5PAHz] (uM) | Coef. Angular (min™)
0 0.325 0 0.325
12.5 0.131 20 0.16118
50 0.05536 50 0.13518
75 0.04554 100 0.104
100 0.02821 200 0.07482
[SPAH] (uM) | Coef. Angul (min") | [SPAAm] (M) | Coef. Angular (min™)
0 0.316 0 0.325
25 0.133 100 0.14
50 0.0871 200 0.09786
75 0.0630 400 0.0725
100 0.0433 1000 0.05625
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FIGURA 4.5 — Curva mostrando a relagdo entre a concentragio de inibidor e o coeficiente angular,
usados para calcular o I1Cs.

Os valores de ICsy obtido para cada inibidor analisado s@io apresentados na

tabela 4.4.
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TABELA 4.4 — Valores de ICso determinados para a PGI-Tb frente aos compostos: D-Arabinonate-5-
phosphate (5PAA), D-Arabinonhydroximate-5-phosphate (SPAH), D-Arabinonhydrazide-5-phosphate
(5PAHZz) e D-Arabinonamide-5-phosphate (SPAAm).

Inibidores ICso (uM)
SPAA 6.4
SPAH 15.3
SPAHz 19.9

SPAAm 66.7

O valor de ICsy corresponde a concentragdo de inibidor que € necessaria para
que a atividade especifica da enzima tenha metade de seu valor medido na auséncia do
mesmo. Portanto, quanto menor for esse valor, melhor serd a ag8io inibitoria do
composto em questao.

Nossos resultados, portanto, sugerem o SPAA como sendo o composto com
maior atividade inibitéria, seguido de SPAH, SPAHz, ¢ SPAAm, como ¢ apresentado na
tabela 4.4.

Analisando-se a figura 4.4, é possivel observar que o oxigénio do grupo
carboxilato do SPAA ¢ substituido por um grupo NH, em S5PAAm. Essa mudanga
resulta na perda da carga negativa caracteristica do grupo carboxilato. Estudos
estruturais de PGI de coelho [Jeffery et al., 2000], revelaram que a arginina 272 faz parte
do sitio ativo, e acredita-se que sua fungfo é estabilizar a carga negativa que aparece no
estado de transi¢do durante a catalise. Essa fung¢do é semelhante 4 da lisina 12 na triose-
fosfato isomerase (EC5.3.1.1) [Joseph-McCarthy et al., 1993]. E importante salientar
que existem apenas trés PGIs com estrutura resolvida; PGI de Bacilus

stearothermophilus, PGI de musculo de porco e misculo de coelho. Como a estrutura de
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coelho possui uma identidade seqiiencial de 57 % com a PGI-Tb, as consideragdes feitas
para a PGI-Tb serfio baseadas na estrutura de coelho, resolvida a 2,5 A de resolugdo.

Os resultados de ICso para a SPAA e 5SPAAm estdo, nesse aspecto, de acordo
com a estrutura apresentada por Jeffery, uma vez que a carga negativa do grupo
carboxilato do SPAA provavelmente estd interagindo com a arginina carregada
positivamente situada no sitio ativo da PGI-Tb e conservada em PGIs de T. cruzi,
Leishmania mexicana, E. coli, Bacilus stearothermophilus e Vimbrido colare. Além
disso, o residuo mencionado possui um grupo NH," fazendo parte da cadeia lateral, e
encontra-se a 3,43 A do grupo carboxilato do inibidor 6 fosfogluconato na estrutura de
PGI de coelho, resolvida em complexo.

Os valores de ICso para SPAH e SPAHz sdo ligeiramente diferentes, sugerindo
que a substituicio de um grupo OH" por NH; ndo influencia significativamente sua
intera¢do com o sitio ativo da enzima.

Os resultados de ICsp para SPAH e S5PAAm apresentaram diferencas
significativas. Analisando-se suas formulas estruturais pode-se observar que a tUnica
diferenca ¢ a adi¢io de um grupo hidroxila, localizado no nitrogénio em SPAH. Essa
pequena diferenga foi capaz de deixar o valor de ICso do 5PAH 4 vezes menor em
relagdo ICso do SPAAm, um resultado que sugere que o grupo hidroxila desempenha um
papel de relevada importéncia na inibigdo desse composto.

Resultados com o objetivo de determinar o percentual de atividade especifica
remanescente devido a presenca de inibidor para a PGI humana revelaram que o inibidor
SPAA ¢é responsavel pelo decréscimo de 35% da atividade especifica. Os inibidores

5PAH, 5PAHz ¢ SPAAm diminujram a atividade especifica em 28,5, 5,0 e 2,5%,
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respectivamente [Cordeiro, 2001]. Esses resultados sugerem que o sitio ativo para a PGI
humana e de T. brucei sdo muito parecidos, e as interagBes feitas com os inibidores
provavelmente sdo as mesmas em ambas.

Num contexto mais amplo, os compostos estudados por Hardré e colaboradores
mostraram-se muito eficientes para inibir a PGI-Tb. Esse resultado ja era esperado, pois
os mesmos mostraram-se muito eficientes para inibir a mesma enzima em levedura,
musculo de coelho e Bacillus stearothermophilus, uma vez que nessas proteinas, os
residuos que fazem parte do sitio ativo, bem como os residuos responsaveis pela
especificidade do substrato, sdo bem conservados. Essas consideragdes serdo abordadas
no préximo capitulo.

A explicacdo para a alta eficiéncia inibitoria desses compostos € o fato de que
os mesmos foram sintetizados objetivando obter um composto estruturalmente
semelhante ao composto 1,2-cis-enediolato, que corresponde ao intermediario da reagdo

catalisada pela PGI (figura 4.4).

4.3.4) Focalizagio Isoelétrica da PGI-Tb

A figura 4.6 abaixo mostra os resultados de focalizaggo isoelétrica da PGI-Tb.
Os géis A e B apresentam os resultados da focalizagdo isoelétrica nos intervalos de pl de
3a9es5 a8, respectivamente. O pogo 1 dos géis apresenta os padrdes de pl € 0 pogo 2

apresenta o resultado da focalizagdo isoelétrica para a PGI-Tb.
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FIGURA 4.6 - Focalizagio isoelétrica da enzima PGI-Tb obtida pelo sistema PhastSystem. A seta
vermelha indica a banda referente a PGI-Tb.

Gel A (IEF 3-9) Gel B (IEF 5-8)
Linha 1: | Padrfio de pl Linha 1: | Padréo de pl
Linha 2: | Aliquota de PGI-Tb Linha 2: | Aliquota de PGI-Tb

A amostra de PGI-Tb pura foi aplicada proxima ao centro de gel e observou-se
que parte dela migrou em dire¢do a mioglobina acida pl 6,85 (gel A), sendo que o
remanescente permaneceu no ponto de aplicagio da amostra. A principio, poderia se
estimar que o pl da PGI-Tb esteja entre 6.55 ¢ 6,85. Entretanto, para ter-se um valor
mais preciso, foi realizado uma nova focalizag¢8io isoelétrica no intervalo de pl de 5 a 8
(gel B). E possivel observar que uma pequena parte da banda referente a enzima
desloca-se em dire¢do a mioglobina 4cida de cavalo (pl 6,85), sendo que a maior parte
permaneceu no local de aplicag@o, confirmando o resultado obtido anteriormente.

Em virtude da pouca definigdo no gel B resolveu-se utilizar o programa

ExPASy (http://www.expasy.ch) para determinar o valor do pl teérico. O programa

apresentou como resultado tedrico o valor de pl de 6,85, sugerindo a confirmagdo do
resultado apresentado nos dois géis. Esses resultados sugerem o valor de 6,85 como

sendo o pl da enzima PGI-Tb.
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4.4) Conclusdes

Os experimentos realizados com a PGI-Tb, baseados nos ensaios de atividade
enzimatica permitiram concluir que:

e A enzima mostra-se ativa com atividade especifica comparavel a PGI de levedura,
mantendo-se ativa por um longo periodo de tempo. A atividade especifica € 6tima no
pH 8;

e Determinaram-se as constantes cataliticas para a PGI-Tb; seus resultados séo
comparaveis aos valores encontrados na literatura;

e Determinaram-se os valores de ICso da enzima frente a quatro inibidores de PGI
testados em outros organismos. Os mesmos mostraram-se bastante eficientes para
inibir a PGI-Tb, sendo que o composto 5PAA apresentou um valor de ICsy de
6,40uM, mostrando-se, portanto, um 6timo inibidor para a PGI-Tb.

e O ponto isoelétrico da PGI-Tb determinado experimentalmente através do método
automatizado PhastSystem é de 6,85, ¢ esta de acordo com valores tedricos

determinados através do programa ExPASy.
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Capitulo -5

Modelagem molecular por homologia

da Enzima phosphoglucose isomerase de T. brucei

Atualmente sdo disponiveis seis estruturas cristalograficas de PGI, provenientes de trés
diferentes organismos, sendo eles: musculo de porco, misculo de coelho e Bacillus
stearothermophilus. A enzima de porco foi resolvida a 3.5 A, depositadas apenas as
coordenadas dos carbonos alfas. Em contrapartida as estruturas provenientes de Bacillus
stearothermophilus, quatro no total, possuem uma identidade seqtiencial muito baixa
quando alinhada com a PGI-Tb (em torno de 21%). Com o objetivo de conhecer a
estrutura tridimensional da enzima PGI-Tb, varios ensaios de cristalizagdo foram
realizados, perfazendo um total de, aproximadamente, 500 condicdes de cristalizagio.
Foram exploradas duas temperaturas: 4 ¢ 18°C. Até o momento ndo foi possivel obter
um cristal de proteinas e dar inicio aos estudos estruturais. Diante desse quadro, optou-se
por realizar estudos estruturais da PGI-Tb através da técnica de modelagem molecular
por-homologia. Essa técnica fundamenta-se na construgo de modelos tridimensionais
baseados em estruturas homoélogas resolvidas experimentalmente. Para a construgdo de
modelos de PGI-Tb utilizou-se como molde a estrutura de PGI de misculo de coelho,
que possui 58% identidade seqiiencial. O objetivo principal é conhecer o sitio ativo da
enzima e sugerir compostos que interagissem seletivamente com ele, mantendo a enzima
do hospedeiro levemente afetada. Os estudos estruturais por modelagem, realizada com

a PGI-Tb, serfio apresentados no capitulo que hora se inicia.
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5.1) Modelagem por homologia

Nas ultimas décadas, o estudo de estruturas de proteinas tem sido cada vez fnais
intenso. Isso porque detalhes atdmicos de enzimas consideradas chaves tem permitido o
entendimento de seu funcionamento. Esse conhecimento permite o desenvolvimento de
compostos que podem interagir com a enzima de modo a diminuir sua atividade ou
mesmo inativa-la. A cristalografia tem sido a técnica mais utilizada para a determinago
de estruturas tridimensionais de proteinas [Babu et al., 1995], seguida pela Ressonincia
Magnética Nuclear (RMN). Porém, a técnica mais utilizada ainda esbarra na obtengéo de
cristais, sendo considerada um dos passos cruciais na determinagfo de estruturas. Os
cristais de proteinas sdo arranjos ordenados e periddicos de 4tomos nas trés dimensdes.
A cristalizagdo de moléculas a partir de uma solu¢do é um fendmeno de equilibrio
reversivel, cujos pardmetros termodindmicos e cinéticos dependem de propriedades
fisico-quimicas do soluto e do solvente envolvido. Sabe-se que, sob condigdes de
supersaturag@o, o sistema € guiado para um estado de equilibrio, no qual o soluto é
dividido entre as fases liquida e s6lida. As moléculas perdem liberdade rotacional e
translacional, diminuindo a entropia do sistema. Em solu¢les extremamente
congentradas, onde ndo ha moléculas de agua suficientes para manter a hidratagdo, as
moléculas do soluto saem da condigdo solivel e passam para o estado sélido, podendo
agregarem-se em um precipitado amorfo ou em um cristal [McPherson, 1982]. Um
precipitado amorfo corresponde a um minimo de energia local e freqiientemente ocorre,
quando a agregacio se d4 muito rapidamente. Sendo assim, a estratégia usada para

induzir a cristalizagdo de macromoléculas é conduzir o sistema lentamente para um
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estado de solubilidade minima, e, deste modo, atingir o grau desejado de supersaturagéo.
Os pardmetros envolvidos na cristalizagdo de proteinas s@o: for¢a i0nica, pH,
temperatura, concentragio de proteina e agentes precipitantes, pureza da amostra, tempo,
difusio e convecgdo, volume da amostra, densidade e viscosidade, campo elétrico e
magnético, vibragdo e sons, seqiiéncia de eventos e outros [Ducruix, 1992]. Com tantas
variaveis envolvidas, o processo de obtengdo de cristais é referido por alguns autores
como sendo uma arte propriamente dita.

Como o processo na obtengdo de cristais € empirico e com tantas variaveis nem
sempre controladas, isso limita o processo de obtencio de cristais necessario para a
obtengdo experimental da estrutura de macromoléculas biologicas. Nesse contexto a
técnica de modelagem molecular por homologia vem apoiando as duas principais formas
experimentais de obtengo de estruturas, que sdo a difragdio de raios—X por monocristal e
a Ressonancia Magnética Nuclear, no sentido de predizer a estrutura tridimensional de
proteinas biologicas.

Dentre os métodos tedricos de obtengdo de estruturas listam-se os métodos
fisicos ¢ os métodos empiricos. Os métodos fisicos baseiam-se nas interagdes entre
atomos, utilizando as teorias de dinimica molecular e minimizagdo de energia entre
outras, enquanto que os métodos empiricos, onde se enquadram a técnica de modelagem
por homologia, dependem de informagfio de estruturas ja determinadas
experimentalmente [Makino, 2000].

A técnica de modelagem molecular nem sempre tem a intengdo de substituir as
técnicas experimentais, entretanto sua contribuigdo pode ser muito grande, uma vez que

novos e rapidos programas tém sido elaborados. Métodos de avaliagdo cada vez mais
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rigorosos tém sido implementados, resultando em modelos confidveis e no fornecimento
de informagdes uteis, que podem ser usadas para explicar observagdes experimentais e
planejar novos experimentos. Essa técnica tem sido util, pois a velocidade em que
seqiiéncias de proteinas sdo depositadas é cerca de dez vezes maior que a velocidade
com que sdo depositadas estruturas resolvidas experimentalmente [Sternberg, 1996]. A
praticidade da técnica reside no fato de que estruturas tridimensionais podem ser
preditas, baseadas apenas na similaridade desta com proteinas com estruturas ja
determinadas experimentalmente.

O principio do método baseia-se no fato de que haverd pouca alteragdo na
estrutura tridimensional de uma proteina quando sua seqiiéncia primdria € levemente
alterada [Sali; Blundell, 1993]. Os métodos de modelagem molecular por homologia
consistem em quatro passos seqiienciais. O primeiro passo € identificar as proteinas com
estruturas resolvidas que sdo homélogas com a seqiiéncia alvo. O segundo € alinhar a
seqiiéncia alvo com a (s) seqiiéncia (s) da (s) proteina (s) com estrutura (s) resolvida (s)
experimentalmente. O terceiro é a construgdo de modelos tridimensionais para a
seqiiéncia alvo, dando para o programa o alinhamento e arquivo de coordenadas da
proteina com estrutura resolvida. O quarto e ultimo passo consiste na avaliagdo dos
modelos gerados utilizando-se uma variedade de critérios.

A maior diferenga entre os métodos de modelagem por homologia € como o
modelo tridimensional é calculado a partir de um dado alinhamento. O método de
modelagem original e, ainda o mais amplamente usado, ¢ o de corpo rigido. Esse método
permite a construgio do modelo a partir de corpos rigidos que incluem regifes centrais,

loops e cadeias laterais, todos obtidos de estruturas relacionadas. Outra familia de
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métodos é a modelagem por ajuste de segmentos, que atribui posi¢Ses aproximadas para
os atomos conservados nos moldes para calcular as coordenadas de outros atomos. Isso €
alcangado pelo uso de um banco de dados de pequenos fragmentos de estrutura de
proteinas, regras de energia ou geométrica, ou alguma combinagdo destes critérios. O
terceiro grupo de métodos € modelagem por satisfagdo de restrigdes espaciais, que usa
técnicas de otimizagdo para satisfazer as restrigdes espaciais obtidas do alinhamento da
seqiiéncia alvo com os moldes homélogos de estrutura conhecida.

Uma abordagem automatizada para a modelagem molecular por homologia,
baseada em restrigdes espaciais, foi implementado pelo programa Modeller [Sali;

Blundell, 1993] (http:/guitar.rockefeller.edu), que calcula modelos de proteinas

impondo restrigdes espaciais obtidas de estruturas homologas.

Este programa tem sido avaliado com sucesso nos varios encontros de Critical
Assessment of Techniques for Protein Structure Prediction (CASP), que desde 1994
ocorre com o objetivo de avaliar métodos de predigdo de estrutura de proteinas.

A modelagem por homologia realizada pelo programa Modeller inicia-se com o
alinhamento da seqiiéncia alvo com a seqiiéncia da proteina que possui estrutura
determinada. O arquivo de saida, obtido sem nenhuma intervengéio do usudrio, contém
os modelos tridimensionais, contendo todos os atomos da cadeia principal e das cadeias
laterais com exce¢o dos atomos de hidrogénio. A etapa final consiste na avaliagéo dos
modelos gerados. No caso particular da PGI-Tb, foram utilizados trés programas, que
serdo brevemente considerados.

Procheck — Avalia os seguintes pardmetros estereoquimicos: angulos torcionais

®, y, € o, planaridade das ligagdes peptidicas, o comprimento das ligagdes e os dngulos
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de ligagdes dos 4dtomos da cadeia principal, a geometria da ligagdo de hidrogénio e os
angulos diedros das cadeias laterais. Uma medida geral da qualidade (ou normalidade)
de todos esses parimetros é expressa através do fator G. Cada um dos pardmetros ¢
comparado com o valor médio e o desvio observado em estruturas experimentais.

Quality — Através desse programa ¢ possivel avaliar o empacotamento da
molécula segundo as interagSes 4tomo-atomo. Para isso, € necessario conhecer as
interages tipicas de cada aminoécido. Os vinte aminoacidos sdo divididos em oitenta
fragmentos rigidos, individualmente centrados em um cubo de 16 x 16 x 16 A,
delimitando, dessa forma, o ambiente quimico de cada fragmento. Os oitenta fragmentos
tem seus atomos agrupados em cinqlienta e sete classes, segundo sua natureza quimica.
Distribuigdes de probabilidades sdo calculadas a partir do nimero de ocorréncias de
cada tipo de atomo em torno de cada fragmento, utilizando um banco dados de
estruturas. O resultado é composto de 80 x 57 = 4560 distribui¢des padrdes que
descrevem contatos atdmicos tipicos em proteinas, podendo ser utilizados na avaliagéo
de um modelo. A concordancia entre os contatos observados para cada fragmento rigido
de cada residuo da estrutura do modelo com as distribui¢des probabilisticas fornecera o
correspondente indice de qualidade dos contatos atdmicos do modelo.

Verify_3D — A partir de informagdes de estruturas ja conhecidas constroi-se
uma matriz 20 x 18, correspondente aos 20 tipos de aminoacidos contra 18 diferentes
classes de ambiente quimicos definidos segundo a estrutura secundaria, exposi¢io ao
solvente e contatos com 4tomos polares. Cada um dos elementos S;;j corresponde a um

‘escore’ que indica a compatibilidade do residuo i num ambiente j. Desta forma, a
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medida da compatibilidade da seqiiéncia do modelo com a sua estrutura € feita

comparando o ambiente quimico construido para cada residuo, baseando-se na matriz.
As estratégias adotadas para a construgdo de modelos tridimensionais para a

PGI-Tb, utilizando-se o programa modeller, podem ser resumidos nos seguintes passos:

e Pesquisa nos varios bancos de dados em busca de PGIs com e sem estrutura

resolvida;

e Escolha e avaliagdo do molde;

e Alinhamento de seqiiéncias primarias de varias PGls;

e Construgdo e avaliagdo dos dez modelos preliminares;

e Tentativa de sobreposi¢do estrutural da PGI de coelho e Bacillus stearotermofilus;

e Construgdo do dimero de PGI-Tb;

e Modificagdo de regides reprovadas pelos programas Quality e Procheck;

e Avaliagdo do modelo final;

e Apresentago da Molécula através do programa Weblab.
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5.2) Materiais e Métodos

5.2.1) O programa BLAST

O programa BLASTP [Altschul et al, 1997], derivado do algoritmo BLAST
(Basic Local Alignment Tool, [Altschul et al., 1990]), foi utilizado para encontrar
seqiiéncias de proteinas que possuem alta identidade seqiiencial com a PGI-Tb.

A segunda parte da pesquisa consistiu em se realizar uma busca de PGIs com
estruturas resolvidas. A busca foi realizada no Protein Data Bank (PDB), onde estdo
disponiveis 14351 estruturas de proteinas, peptideos, acidos nucléicos, carbohidratos e

complexos entre proteinas e acidos nucléicos, [http://www.rcsb.org/pdb/holdings.html —

pesquisa realizada em janeiro de 2001].

5.2.2) O Programa Multalign

O programa Multalign do pacote AMPS — Alignment of Multiple Protein
Sequences (v. 2.0) [Barton; Sternberg, 1987] - foi utilizado para realizar os alinhamentos
necessarios para a construgdo dos modelos. Inicialmente, as PGIs de Tripanosoma cruzi,
Leishmania mexicana, Vibrio cholerae, Eschirichia coli ¢ musculo de coelho foram

alinhadas com a PGI-Tb. Outros novos alinhamentos foram realizados, sendo eles:

1) PGI-Tb e a estrutura de musculo de coelho, cédigo PDB (1DQR);
2) musculo de coelho e Bacillus stearothermophilus;

3) PGI-Tb, musculo de coelho e Bacillus stearothermophilus.
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Baseado no algoritmo de Needleman e Wunsch [Needleman; Wunsch, 19701, o

programa foi utilizado com a matriz Dayhoff com a penalidade de 8 para a ocorréncia de

gaps.

5.2.3) O Programa Modeller

Para a construgdo de modelos tedricos da PGI-Tb, foi utilizado o programa
Modeller [Sali; Blundell, 1993] versédo 6.0. E necessério fornecer ao programa o arquivo
de coordenadas da molécula molde no formato PDB, o alinhamento da seqii€ncia alvo e
o molde no formato PIR, e, por tltimo, um arquivo com as instrugdes para o
funcionamento do programa no formato TOP.

O alinhamento fornecido ao programa era composto da seqiiéncia alvo PGI-Tb
junto com a seqiiéncia primaria da PGI de musculo de coelho obtido através do
programa Multalign.

No arquivo de instrugdes foram explicitados pardmetros, como o nome das
coordenadas utilizadas, o nome do alinhamento e da seqiiéncia a ser modelada, €
também foi fornecida a quantidade de modelos desejados (10 no total), além de
par:étmetros que controlam o protocolo de construgdo e refinamento do modelo, limites
para a redugdo de restrigdes e outros. O valor da randomizagéo inicial dos modelos foi
de 4A. Um outro pardmetro modificado foi o nimero maximo de interagdes de ciclos
para o uso do VIFM (variable target function method), que foi aumentado de 200 para
300. Desta forma, foram realizados 300 ciclos de otimizagdo para cada modelo

construido. Os demais parametros fornecidos eram padrio do programa.
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A seguir siio apresentados os passos para a construgdo de modelos, utilizando o
programa modeller:

1) Leitura e checagem do alinhamento;

2)  Célculo das restrigdes para o modelo a partir de seu alinhamento com o

molde;

3)  Calculo do modelo que satisfaz as restri¢Ses tdo bem quanto possiveis;

4)  Para cada modelo sdo realizados os ciclos de otimizaggo;

5) Escrita do modelo e dos arquivos de saida com os registros da

modelagem.

Desta forma, foram construidos dez modelos para a PGI-Tb. O modelo com
menor valor de energia e que melhor satisfez as avaliagdes estereoquimicas e de contatos

atdmicos foi utilizado como o modelo de PGI-Tb.

5.2.4) Avaliagio da estrutura da PGI de coelho e do modelo

A estrutura de PGI de masculo de coelho (1DQR) e o modelo final da PGI-Tb
foi submetida a avaliagbes estereoquimicas, contatos atdmicos e ambiente quimico
utilizando-se os programas Procheck [Laskowski et al., 1993] e Whatif no modo Quality

[Vriend; Sander, 1993] e Verify-3D [Luthy et al., 1992].
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5.2.5) O Programa ‘O’

As regides que nfo apresentaram uma boa avaliagdo estereoquimica, como
aquelas ao redor dos residuos Thr-49, Lys-94, Ala-276 e Asp-279 que permaneceram
fora da regido permitida no diagrama de Ramachandran, foram substituidas por loops,
utilizando para isso um banco de proteinas contidas no programa “O” [Jones et al.,
1991]. Esse programa possui um banco de estruturas de proteinas resolvidas a alta
resolugdio (maiores que 2 A). A regido da molécula a ser substituida é selecionada e
usada para encontrar um loop nas vérias proteinas do banco. Em seguida, sfo listados
opgdes que possuem menores valores de RMS entre o loop encontrado ¢ o loop a ser
substituido. Apds a escolha e substituicdo de loops que melhor se encaixam na regifo
analisada, procedeu-se com a alteragdo dos rotdmeros e posterior avaliagio
estereoquimica.

Ap6s a alteragfio nas regides mencionadas acima, consideraram-se as regides ao
redor dos residuos Asn-362, Lys-468, GIn-564 ¢ Arg-582, que tém em comum um valor
baixo de ‘score’ apontado pelo programa Quality, e, simultaneamente, apresentavam
problemas estereoquimicos. Em seguida, as regides consideradas foram aquelas que
apresentaram um baixo valor de ‘score’ apontado pelo programa Quality. Apds todas as
altérag:ﬁes mencionadas, o modelo foi submetido a minimizagio de energia. O processo
de minimizagéo se deu através do programa INSIGHT II / Discover, utilizando o campo

de forgca AMBER e o algoritmo STEEPEST DESCENT com 100 passos.
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5.3) Resultados e Discussoes

A pesquisa realizada no programa BLAST permitiu encontrar varias seqii€éncias
de PGI em diferentes bancos. A tabela 5.1 abaixo apresenta as PGls dos diferentes
organismos encontrados pelo programa, juntamente com suas respectivas identidades

seqiienciais, determinadas pelo programa Multalign método pairwaise.

TABELA 5.1 — PGIs provenientes de diferentes organismos e seus respectivos valores de identidade
seqiiencial em relacdo a PGI-Tb.

Organismos Identidade (%)
Tripanosoma cruzi 75
Leishmania mexicana 70
Vibrio cholerae 60
Eschirichia coli. 58
Musculo de coelho 57

As PGIs encontradas foram usadas para verificar quais residuos entre elas sio
conservados. Observou-se que grande parte dos residuos foram conservados, entre eles
Ser-159, Ser-209, Lys-210, Thr-211, Thr-214, Arg-272, GIn-511 e Val-514 que,
seg}mdo Jeffery [Jeflery et al., 2000], s8o os residuos que fazem contatos com o inibidor
6-fosfogluconato. Além destes, os residuos Glu-216, His-388 e Lys-518, responsaveis
pela catélise, também se conservaram. A figura 5.1 apresenta o alinhamento obtido para

a seqii€ncia da PGI de coelho e PGI-Tb, destacando os residuos mencionados.
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10 20 30 40 50 60
ldgr FOKLOQOWHR————— EHGSELNLRHLFDTDKERFNHFSLTLNTNHGH-—--ILLDYSKNLVTEEVMHMLL
pgit LTSCASWTQLQKLYEQYGDEPIKKHFEADSERGQRYSVKVSLGSKDENFLFLDYSKSHINDEIKCALL
COnSrVd * * * * Kk Kk * * )k Kk kK * * Kk
70 80 90 100 110 120 130
ldgr DLAKSRGVEAARESMFENGEKINSTEDRAVLHVALRNRSNTPIVVDGKDVMPEVNKVLDKMKAFCQRVR
pgit RLAEERGIRQFVQSVFRGERVNTTENRPVLHIALRNRSNRPIYVDGKDVMPAVNKVLDQMRSFSEKVR
COnSrVd * Kk * * * ok kK& * kk kh hhkkhk khkhkhkAAA khk Ak hkhkhkhkhkhk Lhkkhkhk Kk Kk * * %k
140 150 160 170 180 190 200
1ldgr SGDWKGYTGKTITDVINIGIGGSDLGPLMVTEALKPYSSGGPRVWEFVSNIDGTHIAKTLACLNPESSL
pgit TGEWKGHTGKAIRHVVNIGIGGSDLGPVMATEALKPFSQRDLSLHFVSNVDGTHIAEVLKSIDIEATL
consrvd * * Kk K * Kk Kk * kkkhkhkhkhkhkhkhkhkk Kk Kkkkkkk K * Kk ok k kok ok ok ok ok * * *
210 220 230 240 250 260 270
ldgr FIIASKTFTTQETITNAKTAKD---WFLLSAK~--DPSTVAKHFVALSTNTAKVKEFGIDPQNMEFEFWD
pgit FIVASKTFTTQETITNALSARRALLDYLRSRGIDEKGSVAKHFVALSTNNQKVKEFGIDEENMEQEWD
COnSrVd *khk hhkhkhkh kA Ak hkhkkkKk * * K * k ok ok kk ok ok k kK * ek ke ok ok Kk ke * Kk Kk kk
280 290 300 310 320 330 340
1dgr WVGGRYSLWSAIGLSIALHVGFDNFEQLLSGAHWMDQHFRTTPLEKNAPVLLAMLGIWYINCFGCETQ
pgit WVGGRYSMWSAIGLPIMISIGYENFVELLTGAHVIDEHFANAPPEQNVPLLLALVGVWYINFFGAVTH
Consrvd *hkhkhkhkhkhk khkkhkhk K * * % * % * Kk K * * * * k k  k  k kK * KkkKhkk  Kkk *
350 360 370 380 390 400
1dgr AVLPYDQYLHRFAAYFQQOGDMESNGKYITKSGARVDHQTGPIVWGEPGTNGQHAFYQLIHQGTKMIPC
pgit AILPYDQYLWRLPAYLQQOLDMESNGKYVTRSGKTVSTLTGPIIFGEAGTNGQHAFYQLIHQGTNLIPC
Consrvd * K*khkhkkkhkhk Kx * 4 *k khkhkhkkhkkkk K Kk * * * %k k *k kkhkkhkhkkkhkohkkkhkkkkk * k%
410 420 430 440 450 460 470
1dgr DFLIPVQTQHPIRKGLHHKILLANFLAQTEALMKGKSTEEARKELQAAG-KSPEDLMKLLPHKVFEGN
pgit DFIGAIQSONKI--GDHHKIFMSNFFAQTEALMIGKSPSEVRRELEAAGERSAEKINALLPHKTFEFIGG
Consrvd * % * K * * ok k ok k * Kk kkkhkkhkhkk kkk * * % * K % * K *kkhkk K K
480 490 500 510 520 530 540
ldgr RPTNSIVFTKLTPFILGALIAMYEHKIFVQGVVWDINSFDOWGVELGKQLAKKIEPELDGSSPVTSHD
pgit RPSNTLLIKSLTPRALGAITAMYEHKVLVQGAIWGIDSYDOQWGVELGKVLAKSILPQLRPGMRVNNHD
COnSrVd * kK * K * *k ok kokokok ok kk * Kk * Kk k khkhkkkhkhhkkhk Khkk K* K K * * *
’ 550 560
1dgr SSTNGLINFIKQQREAK
pgit SSTNGLINMFNELSHL~
COnSrVd * Kk ok kkk kA

FIGURA 5.1- Alinhamento entre a seqiiéncia de PGI de musculo de coelho (cédigo PDB - 1DQR) e PGI-Tb. Os
residuos destacados em azul interagem com o inibidor 6-fosfogluconato na estrutura. Os residuos em vermelho estdo
envolvidos na catalise enzimatica. As estrelas apontam para os residuos conservados nas duas seqiiéncias.
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Pesquisas realizadas no PDB revelaram que existem apenas seis estruturas de
PGI provenientes de trés diferentes organismos: Coelho (cédigo PDB - 1DQR), Sus
scrofa (cobdigo PDB - 1PGI) e B. stearothermophilus (cédigo PDB - 1 BOZ, 1C7Q,
1C7R, 2PGI).

Das estruturas de PGI encontradas, aquela proveniente de musculo de porco
(Sus scrofa) resolvida a 6.0 A, e em seguida, a 3.5 A [Shaw et al., 1977], foi dispensada.
Essa estrutura, além de ser resolvida a baixa resolugdo, na época niio se conhecia a
seqliéncia priméria da enzima, impossibilitando o seu refinamento. Desse modo o
arquivo PDB contém apenas as coordenadas dos carbonos a.

Dois critérios foram adotados para escolher a proteina molde: a identidade
seqiiencial e a resolug@io. A tabela 5.2, apresenta as estruturas encontradas no PDB,

juntamente com a resolugéo e a identidade seqiiencial em relagdo a PGI-Tb.

TABELA 5.2 — Valores da resolugfio e identidade seqiiencial das PGIs de Bacillus stearothermophilus e
musculo de coelho encontrado no PDB.

Estrutura Resolugio (A) Identidade (%)
1DQR 2.5 58.70
1B0Z 2.3 21.95
1C7Q 23 21.95
2PGI 23 21.95
1C7R 2.5 21.95
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As estruturas com codigos PDB (1B0Z, 1C7Q, 2PGI, 1C7R) sdo todas
provenientes de B. stearothermophilus, e possui uma identidade seqiiencial de 21.95%.
Ja a PGI de miisculo de coelho (cédigo PDB — 1DQR), resolvida a 2.5A, possui 58.70 %
de identidade seqiiencial sendo portanto utilizada como molde na construgdo dos
modelos de PGI-Tb.

Experiéncias na construgdo de modelos tém revelado que é importante fazer
avaliagdo nos moldes. O programa Procheck apresentou um bom resultado na avaliagdo
estereoquimica do molde (1DQR), apresentando um fator G global de 0.3 sendo que os
valores aceitdveis devem ser maiores que — 0.5. O diagrama de Ramachandran mostra
que 86.9% dos residuos encontram-se em regibes favoraveis, 12.3 % em regibes
permitidas ¢ 0.8 % em regiSes generosamente permitidas. Apenas quatro residuos
apresentaram problemas estereoquimicos: Ala 2, Asn 46, Asp 139 e Ser 175.

O médulo Quality (OLDQUA) fornece um valor final: a média de todos os
indices parciais de contatos atdmicos. Este é um critério de avaliagdo global da estrutura
modelada, onde valores acima de —1.5 sdo considerados corretos. A estrutura 1DQR

apresentou um valor de —0.78 e, portanto, correto, segundo esse critério.
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A avaliagdo do modelo de PGI-Tb foi realizada utilizando-se os mesmos

critérios. As figuras 5.2 e 5.3 mostram os resultados obtidos durante a avaliagéo.

Psi (degrees)

90 4 Axmn.mm)
=

— .
-135° . —'_JI l' .

2180 135 90  -45 0 45 90 135 180
Phi (degrecs)

FIGURA 5.2- Diagrama de Ramachandran com a disposi¢do dos dngulos diedros para o dimero de PGI-
Tb
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FIGURA 5.3 - Distribui¢dio de score para 0 mondémero do modelo de PGI-Tb avaliado pelo programa
Whatif modo Quality.

O valor de ‘score’ maior que —0,5 ¢ atribuido a um excelente modelo. Os
valores contidos no intervalo —0,5 ¢ —1,0 sdo referentes a um modelo de Otima
qualidade; aqueles entre o intervalo —1,0 e -1,5 sfo atribuidos aos modelos bons,
requerendo porém, alguns ajustes. Valores de ‘score’ menores que -1,5 sdo referentes a
modelos muito pobres, que provavelmente nfo condizem com a realidade.

Ap0s a obtengdo dos dez modelos gerados pelo programa Modeller escolheu-se
aquele que apresentava simultaneamente menor valor de energia, melhores resultados
estereoquimicos e de contato atdmico. O melhor modelo apresentou um diagrama de
Ramachandran contendo quatro residuos que necessitaram ser analisados. Esses
residuos, juntamente com aqueles que apreséntaram um ‘score’ baixo segundo o
programa Quality, foram substituidos por novos loops. A substitui¢io foi realizada

através do programa ‘O’.
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Vérias regides da enzima PGI-Tb foram analisadas segundo esse método, sendo
possivel obter um diagrama de Ramachandram com apenas um residuo fora da regido
(figura 5.2). O residuo mencionado trata-se de um Asp 230, que possui um angulo Phi e
Psi em torno de —135 e —90, respectivamente. E possivel observar, através do diagrama,
que 0 mesmo encontra-se em uma regido muito proxima a permitida, de tal forma que
submetendo a molécula a uma minimizagdo de energia, isso podera ser suficiente para a
inclusdo do residuo para dentro da regifio permitida.

Optou-se, entretanto, em manter a molécula com esses resultados de avaliagdo,
uma vez que 0s mesmos mostraram-se muito satisfatorios. Os resultados, segundo os
contatos atdmicos, foram classificados como 6timo (score médio —0,97) , além de
apresentar uma estereoquimica excelente (Fator G = 0.1).41

Um terceiro critério foi usado para fazer a avaliaio do modelo de PGI-Tb,
através do programa Verify-3D [Luthy et al., 1992). Sdo analisadas as compatibilidades
do modelo com a seqiiéncia de aminoécidos, utilizando o perfil 3D. Cada residuo no
modelo tridimensional é caracterizado por seu ambiente quimico (sdo utilizados 18,
baseados na estrutura secunddria, contatos polares e acessibilidade do residuo). Pode ser
caracterizada a preferéncia estatistica do ambiente para cada um dos 20 aminoéacidos. O
‘score’ do perfil 3D para a compatibilidade do modelo com a seqiiéncia ¢ a soma dos
‘scores’ 3D para todos os residuos da proteina. Além disso, o programa calcula o valor
estatisticamente esperado para uma seqiiéncia de aminoacidos do mesmo comprimento.
A estrutura é considerada aceitavel se o valor de ‘score’ (S) obtido for maior que 45%
do valor estatisticamente esperado. Os valores dos perfis 3D para o modelo de PGI-Tb

sfo mostrados na tabela 5.3.
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TABELA 5.3 — Valores de “Score’ 3D obtidos através do programa Verify 3D para o modelo de PGI-Tb

Score obtido | Score Calculado | 45% Score Calculado

Modelo PGI-Tb 480 559 251

O valor de ‘score’ de 480, obtido para o modelo de PGI-Tb, é superior ao valor
251, que corresponde a 45% de ‘score’ estatisticamente esperado. Além disso, esse valor
se aproxima muito do valor estatisticamente esperado, que ¢ de 559. Portanto, o0 modelo
demonstra uma boa qualidade, segundo os critérios de avaliagdo.

Além da soma de ‘score’ para os residuos que compdem o modelo, ¢
interessante avaliar a variagdo desse pardmetro ao longo da molécula, possibilitando a
analise de possiveis regides problematicas. A figura 5.4 apresenta a variagdo de ‘score’

obtido para o modelo de PGI-Tb comparada com a enzima molde ao longo da sua

seqiiéncia.
1,0
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t 0,5 ]
S 0.4
I
0.2 -
0.1
0.0
-0,1 _:
T 1 H 1 ¥ 1

. . . . v .
0 100 200 300 400 500 600
Residuos

FIGURA 5.4 - Valores de score obtidos ao longo da seqiiéncia de PGI-Tb ¢ PGI de coelho através do
programa verify 3D.
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O resultado apresentado pelo programa verify 3D mostrou-se muito satisfatério,
¢ interessante salientar que os valores de ‘score’ obtidos ao longo da molécula estfio em
concordancia com os resultados apresentados pelo molde. As regides que apresentaram
baixos valores de ‘escores’ como aquelas entre os residuos 40 e 80, 200 e 250 e 450 e
500 correspondem a regiGes de loop, essas regiGes flexiveis podem explicar o
comportamento observado.

A figura 5.5 abaixo apresenta os carbonos o das PGI de coelho e humana
resolvida recentemente [Cordeiro, 2001] sobrepostas ao modelo de PGI-Tb. A
sobreposi¢cdo dos carbonos o se da de forma satisfatoria com excegdo de algumas
regides proxima ao C e N-terminal da molécula onde ¢ observado uma pequena
diferenga. A PGI de coelho e o modelo PGI-Tb apresentou um RMS de sobreposi¢io de

0.129A para os carbonos a.

FIGURA 5.5 - Sobreposigdo estrutural dos carbonos o das estruturas de PGI humana (verde), PGl-coelho
(azul) com o modelo de PGI-Tb (vermelho).

114



Capitulo - 5 Modelagem por Homologia

A reagdo catalisada pela PGI envolve os residuos His, Glu e Lys. A figura 5.6

abaixo apresenta o sitio ativo para a PGI humana e de coelho sobreposta ao modelo.

FIGURA 5.6 - Sobreposigio estrutural entre as PGI humana (laranja), coelho (bastdo) e PGI-Tb (bastdo a
bolas) na regifio do sitio ativo, destacando os residuos His, Glu e Lys.

Os residuos His, assim como o Glu, sobrepuseram-se de forma muito
satisfatoria para as trés moléculas. Apenas a Lys, na PGI humana, apresentou uma
pequena diferenga, como pode ser observado claramente na figura 5.6.

Como j4 foi mencionado anteriormente, o modelo de PGI-Tb foi obtido
utilizando-se como molde a estrutura de coelho. Essa estrutura foi obtida em complexo
com o inibidor 6-fosfogluconato no sitio ativo. A interagdo com o inibidor
provavelmente interfere na disposi¢do dos residuos do sitio ativo, provocando uma
alteracdo na Lys. O programa Modeller ajustou a Lys do modelo de acordo com a

estrutura molde, resultando em uma maior proximidade entre esses residuos. A estrutura
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humana, resolvida recentemente [Cordeiro, 2001], apresenta a Lys voltada para outra
dire¢do, uma vez que ndo existe ligante no seu sitio ativo.

Em termos gerais, os sitios ativos das moléculas sio muito parecidos. Essa
similaridade pode gerar uma certa dificuldade na escolha de um inibidor especifico

contra a enzima do parasito.

FIGURA 5.7 — A) Mondémero do modelo de PGI-Tb ressaltando a triade catalitica. B) monémero da PGI
de muisculo de coelho apresentando a triade catalitica ligada ao inibidor 6-fosfogluconato.

O mondmero do modelo final da PGI-Tb apresentou dois dominios. O menor
deles contém 4 folhas B paralelas entre o hélices e loops formando uma estrutura tipo
Sandwich, (figura 5.7). O maior contém quatro folhas P paralelas e duas antiparalelas. A
regidio situada entre os dominios e as interfaces entre 0os mondmeros se sobrepde para
formar a regidio do sitio ativo (figura 5.7).

Uma outra regido interessante a ser considerada na molécula € o sitio de
especificidade. Essa regifio é formada pelos residuos Ser159, Ser 209, Thr 214 e Thr 217

e esta localizada entre os dois dominios da subunidade. Alguns elementos de estrutura
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secundéria auxiliam na forma¢do do bolsdo e cada um deles consiste de residuos de
ambas subunidades do dimero, ¢ de ambos dominios da subunidade. A figura 5.8 abaixo

apresenta o sitio de especificidade do substrato localizado no monémero do modelo € a

sobreposigdo dessa regido com a PGI de coelho.

R-272

FIGURA 5.8 - Monémero do modelo de PGI-Tb ressaltando a localizagdo do sitio de especificidade pelo
substrato e a mesma regido sobreposta a PGI de musculo de coelho.

Na estrutura da PGI de coelho, os residuos Ser 159, Ser 209, Thr 211 e Thr 214
formam ligagdes de hidrogénio com o grupo fosfato do inibidor competitivo 6-
f(;sfogluconato. Uma outra ligagdo de hidrogénio ¢ feita entre o grupo fosfato e uma
molécula de 4gua a cadeia lateral do grupo hidroxil da Thr 217. O grupo fosfato ainda
interage com o nitrogénio da cadeia principal dos residuos Lys 210 e Thr 211. Essas
interagdes e cargas parciais existentes explicam a especificidade da enzima por agucares

fosfatados e porque agtcares ndo fosfatados ndio sdo bons competitivos inibidores.
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A eficiéncia do inibidor SPAA provavelmente se deve pela presenga de um
grupo carboxilato em uma das extremidades da molécula (figura 4.4). Esse grupo
provavelmente esta interagindo com a Agr 272, como foi mencionado no capitulo
anterior. A figura 5.9 abaixo apresenta o sitio ativo da PGI de misculo de coelho com o

inibidor 6-fosfogluconato.

T-217

FIGURA 5.9 — Sitio ativo da PGI de coelho resolvida a 2.5 A de resolugdo em complexo com o inibidor
6-fosfogluconato

E interessante salientar o favorecimento da interagdo entre a Arg 272 e 0 grupo
carboxilato do inibidor, uma vez que estes possuem cargas opostas. Essa intera¢do €
comprovada pela distancia de ligagdo de 3.42 A, como ¢ apresentado na figura 5.9 na
estrutura de PGI de coelho. O fato desse inibidor possuir 5 carbonos em sua composigéo
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provavelmente o coloca em destaque em relagdo aos inibidores com maior niimero de
carbonos, pois existe uma distincia 6tima entre o fosforo e o nitrogénio da Arg272. Esse
fato refletiu nos valores de Ki observados por Hardré {Hardré et al., 1998], onde o
composto SPAA (5 carbonos) apresentou um Ki de 2,1 pM, € o composto 6-
fosfogluconato (6 carbonos) apresentou um Ki de 123 pM, para a PGI de levedura.
Portanto, compostos com 5 dtomos de carbono que possuem um grupo fosfato

em uma das extremidades e um grupo carboxilato na extremidade oposta provavelmente

serdo bons inibidores de PGI.

O fato do sitio ativo ser muito conservado nas varias PGIs analisadas dificulta a
escolha de um inibidor especifico para a PGI-Tb. Entretanto, estudos realizados com o
inibidor 4cido agaricico revelaram que o mesmo possui um ICso de 10 uM com a PGI-
Tb, sendo que as enzimas de levedura e de coelho foram pouco afetadas. A andlise dos
contatos desse inibidor com o sitio ativo do modelo podera fornecer informagées uteis

no planejamento de um inibidor especifico contra a PGI-Tb.
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5.4) Conclusdes

Com os resultados obtidos através da técnica de modelagem por homologia

pode-se concluir que:

. Foi possivel construir um bom modelo tridimensional da enzima PGI-Tb
segundo os resultados apresentados pelos programas Procheck, Quality e
Verify 3D;

. O modelo gerado podera ser usado para fazer previsdes de possiveis
inibidores seletivos;

o O modelo possui um sitio ativo muito parecido com a PGI de musculo de
coelho e Humana;

o Compostos com cinco a’ﬁomos de carbono que apresentem um grupo
fosfato em uma extremidade e um grupo carregado negativamente na

extremidade posterior possivelmente serdo bons inibidores de PGI-Tb.
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Conclusdes e Perspectivas

No decorrer do programa de mestrado foi possivel construir um plasmideo de
expressdo contendo a seqiiéncia codificadora para a enzima PGI-Tb, partindo de
plasmideos gentilmente cedidos pelo Dr. Paul Michels. A enzima foi expressa na forma
solivel e um protocolo de purificagio foi desenvolvido, baseado em cromatografia
liquida de afinidade por metal quelado. Essa etapa do trabalho € indispensével para o
desenvolvimento de estudos posteriores com a enzima PGI-Tb. Ensaios de atividade
realizados com a enzima recombinante apresentaram K,, de acordo com aqueles
encontrados na literatura, demonstrando que a proteina recombinante est4 corretamente
enovelada e pode ser utilizada para futuros estudos estruturais e funcionais.

Cerca de 500 condi¢des de cristalizagdo foram rastreada utilizando o método da
gota suspensa. Em algumas gotas observou-se a formagio de precipitados com um certo
grau de ordenag@io. Entretanto, até o momento nfo foi observado em nenhuma delas a
formagdo de um monocristal. O rastreamento de novas condigdes de cristalizagdo sera
realizado com a finalidade de obter monocristais passiveis de serem utilizados para a

coleta de dados de difragdo e estudos estruturais.
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Experimentos visando a obtengdo de cristais sdo imprevisiveis € dependentes
de um grande nimero de varidveis, muitas vezes desconhecidas. Isso torna dificil
apontar qual o principal motivo de ndo se obter um cristal. Entretanto julgamos que a
extensfio N-terminal de 32 residuos nfio conservada entre a PGI-Tb e seus homélogos
esta contribuindo negativamente para o sucesso da cristalizagdo. Uma proposta para
resolver esse problema sera a constru¢do de novos plasmideos para a expressdo da
enzima sem tais residuos. Nesse sentido iniciamos a subclonagem de genes que
expressardo a enzima em duas diferentes formas: uma sem 25 (Figura 3C) residuos da
extensdio N-Terminal e outra constru¢do sem 75 (Figura 3D) residuos que fazem parte
dessa seqiiéncia N-terminal. Os resultados da modelagem sugerem que essa seqii€ncia
apresenta grande flexibilidade na superficie da proteina, dificultando ou até mesmo
impedindo os contatos entre moléculas de PGI necessérios a0 empacotamento cristalino.
A figura 6.1 abaixo apresenta esquematicamente as diferentes construgdes usadas para a

expressdo da PGI-Tb.

_—— D)

FIGURA 6.1 Representacio esquemética dos diferentes genes reponsaveis pela expressdo da PGI-Tb. A
construgdo (A) representa a enzima sendo expressa com os seis residuos de histidinas que sdo utilizados
durante a purificagio em coluna de afinidade juntamente com os residuos que s&o reconhecidos pelo fator
Xa. A construgio (B) representa a enzima apds a incubagfio com o fator Xa e posterior purificagdo
utilizando-se coluna de exclusio por massa molecular. As construgdes (C) e (D) representam
respectivamente as enzimas sendo expressas sem 25 e 75 residuos que fazem parte da seqiiéncia N-
terminal que ndo apresenta alinhamento com seus homologos.
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Durante o programa de mestrado foi possivel obter a enzima nas formas (A) e
(B), esquematicamente representadas pela figura 6.1. Como ndo se obteve sucesso na
cristalizagdo, julgamos que os ensaios de cristalizagdo envolvendo as formas (C) e (D)
representadas pela figura 6.1 poderdo ser bem sucedidos. Espera-se que, com essa
estratégia, seja possivel a formagdo de estruturas cristalinas de enzima capaz de difratar
raios X. Porém ser4 dada continuidade aos ensaios de cristalizagiio com as formas A e B
(Figura 6.1) em paralelo aos ensaios com as formas C e D (Figura 6.1).

Numa eventual obtengdo de cristais, a co-cristalizagio da enzima com o
inibidor 5PAA seria de grande importincia, uma vez que informagdes a respeito de sua
intera¢@o com o sitio ativo da PGI-Tb pode contribuir para o planejamento de compostos
mais especificos. Esse composto apresentou um ICso de 6,4 uM para a PGI-Tb, o que
indica uma boa interagdo com o sitio ativo dessa enzima.

Uma outra parte deste projeto podera ser dedicado a encontrar compostos
extraidos de vegetais, em colaboragdo com o Prof. Dr. Paulo Cesar Vieira (DQ-
UFSCar), e animais marinhos, em colaboragdo com o Prof. Dr. Roberto Berlink (IQSC-
USP), que possam servir como compostos de partida, fornecendo informagdes
importantes no desenvolvimento de inibidores.

Os resultados obtidos através da técnica de modelagem por homologia, em
conjunto com os resultados de ICsy) para os inibidores estudados e aqueles que
eventualmente sejam encontrados, auxiliario na elaboragdo de novas propostas de
inibidores especificos para a PGI-Tb. Esses compostos especificos poderdo ser
sintetizados em colaboragdo com laboratérios de sintese orgénica e, em seguida, sua

capacidade inibitoria podera ser testada.
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Como o sitio ativo das PGIs é bem conservado, o inibidor 4cido agaricico
podera ser utilizado para a determinag@io do ICs, utilizando a PGI-Tb ¢ a PGI humana.
Trabalhos recentes tém mostrando a afinidade do 4cido agaricico pela PGI-Tb, deixando
as enzimas de levedura e de coelho pouco afetadas. A interagdo desse composto com o
sitio ativo da enzima podera ser entendida através de analises envolvendo o modelo da
PGI-Tb, utilizando-se o programa docking.

O modelo de PGI-Tb mostrou-se muito satisfatorio por razdes ja abordadas no
capitulo 5. Entretanto, novos modelos para essa enzima poderdo ser construidos
utilizando-se como moldes a PGI de coelho e humana. Melhores modelos poderdo ser
obtidos utilizando-se estratégia, contribuindo com os resultados de busca de novos

inibidores por modelagem molecular.
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