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Resumo Xil

RESUMO

Muitas espécies de Leishmania sdo responséveis por sérias doengas cutineas
e viscerais, que exibem alta incidéncia em regides tropicais e subtropicais. Os
medicamentos disponiveis sdo potencialmente carcinogénicos, requerem multiplas
administragdes e a hospitalizagio do paciente. Um programa efetivo de
desenvolvimento de novos firmacos requer a validaggo genética e bioquimica dos
alvos. Neste contexto, uma das diferencas metabolicas mais marcantes entre os
protozoarios parasitas e o hospedeiro mamifero encontra-se na cadeia de sintese de
purino-nucleotideos. A enzima adenilosuccinato liase (ADSL), no hospedeiro
mamifero, atua em duas etapas no metabolismo de purino-nucleotideos: uma na via
de sintese de novo e outra na via de recupera¢do. Esta caracteristica particular da
ADSL nos motivou a investigar como esta enzima poderia nos fornecer evidéncias
sobre a evolugo desta via metabolica em Kinetoplastida. Assim, os objetivos do
presente trabatho foram validar a ADSL como potencial alvo terapéutico, através da
técnica de RNA de interferéncia (RNA1), usando Trypanosoma brucei como modelo,
bem como, caracterizar molecularmente o gene adsl-Lm e caracterizar bioquimica e
estruturalmente a enzima recombinante de Leishmania major Friedlin {(ADSL-Lm).
Os resultados de RNAi demonstraram que a ADSL pode ser considerada um
potencial alvo, uma vez que ela se apresentou essencial a viabilidade do parasita. Em
relagdio a caracterizagio molecular do gene adsl-Lm suas regides ndo traduzidas
5’UTR e 3'UTR foram definidas por RT-PCR, indicando que o RNA mensageiro
maduro possui 2060 nucleotideos. Analises com enzimas de restrigdo e eletroforese
em campo pulsado (PFGE), seguidas de “Southem blot” revelaram que adsi-Lm
trata-se de um gene de copia simples e estd localizado no cromossomo 4 deste
parasita. O gene adsl-Lm foi clonado em um vetor de expressdo e um protocolo de
purifica¢do da enzima recombinante foi estabelecido. A forma tetramérica da ADSL-
Lm foi confirmada por eletroforese em gel nativo e por espalhamento dinimico de
luz (DLS). ADSL-Lm apresentou um pl experimental de 6,07 e exibiu atividade
maxima no pH 8,5. Os parimetros cinéticos de Ky, Vs Keu € eficiéncia catalitica
(Keat/Vin) foram determinados para o substrato adenilosuccinato. Experimentos de
complementagdo funcional evidenciaram que ADSL-Lm foi capaz de complementar
de maneira eficiente 0 genoma deficiente em ADSL da linhagem de £, coli JK268
(mutagio purBS8). Entretanto, esta complementagio deve ocorrer na via de
recuperagao, uma vez que ensaios enzimaticos com o SAICAR (substrato da via de
novo) mostraram que a enzima ndo retém atividade sobre este composto. Estes
resultados indicam que provavelmente os tripanosomatideos nio representam um
caso de perda da via de sintese de novo. Adicionalmente, ADSL-Lm foi cristalizada
no grupo espacial tetragonal 14,22, com pardmetros de cela unitiria a = b=130,0234,
¢ =316,826A, a = B=v =90° A estrutura cristalografica da ADSL-Lm foi resolvida
por SIRAS (substituigdo isomorfica simples com dispersdo anémala) usando um
cristal nativo (2.2A) e um derivado de Gadolinio. O mon6mero & composto por trés
dominios em um enovelamento tipico das enzimas da superfamilia de B-eliminagdo e
€ constituido quase exclusivamente por hélices-a. Para o sitio ativo, trés subunidades
sdo requeridas e os residuos envolvidos sdo His 153 (4cido geral), His 231 (base
geral), Gln 308, Asn 364 and Glu 369. Entretanto, sem um ligante (substrato ou
inibidor) no sitio ativo torna-se dificil estudar detalhadamente as interagdes entre a
enzima e seus dois substratos. Desta forma, experimentos de co-cristaliza¢do e
modelagem molecular podem auxiliar nesta questio.
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ABSTRACT

Many species of Leishmania are responsible for serious visceral or skin
diseases that exhibit high incidence in tropical and subtropical regions. The drugs
currently employed in the treatment of parasitic diseases are potentially carcinogenic,
often require prolonged treatment and patient hospitalization. An effective program
of drug design requires the validation of the potential target. In this context, one of
the most striking metabolic discrepancies between Trypanosomatidae and their
human hosts is the purine nucleotide biosynthesis pathway. Adenylosuccinate lyase
(ADSL) is a bifunctional enzyme that catalyses two non-sequential steps in this cycle
(one in the de novo purine pathway and another in the salvage pathway). This
particular ADSL feature motivated us to investigate if ADSL could give us
information about purine biosynthesis evolution in Kinetoplastida. Hence, the present
work is aimed to validate ADSL as a potential target using the RNAi (RNAIi)
technique, as well as to characterize the ads/ gene and the recombinant enzyme from
Leishmania major Friedlin (ADSL-Lm). The RNAI results proved that ADSL can be
considered a potential target, because it is shown to be essential for parasite viability.
Regarding the molecular characterization of the adsi-Lm gene, the mature mRNA
transcript containing 2060 nucleotides was defined by 5’ and 3’RT-PCR. Restriction
analysis and Pulse Field Gel Electrophoresis (PFGE) followed by Southern Blot
hybridizations showed that ads/-Im is a single copy gene and is located in
chromosome 4 of this parasite. The adsl-Lm gene was cloned into an expression
vector and a purification protocol of the recombinant enzyme was established. The
tetrameric form of the recombinant ADSL-Lm enzyme was confirmed by native gel
electrophoresis and Dynamic Light Scattering. ADSL-Lm has an experimental pI of
6.07 and exhibited maximum enzymatic activity at pH 8.5. The kinetic parameters of
Kin, Vinax, Keat - and kinetic efficiency (Kea/Vmax) were obtained for adenylosuccinate
substrate. Functional complementation experiments showed that the adsi-Lm gene
can effectively complement the £. coli JK268 purB58 mutation. However, this
complementation must be in the salvage pathway, because enzymatic assays were
performed using SAICAR (de novo pathway substrate) and ADSL-Lm did not
convert this compound into product. This result indicates that probably
Trypanosomatidae is not an example of de novo purine nucleotide cycle lost. In
addition, ADSL-Lm was crystallized in the tetragonal 14,22 space group, with unit
cell parameters 2 = b=130,023A, ¢ = 316,826A, a = f=y =90° and diffracted beyond
22A. ADSL-Lm crystal structure has been determined by SIRAS (Single
Isomorphous Replacement with Anomalous Dispersion), using both native and
Gadolinium derivative crystals. The ADSL-Lm monomer is composed of three
domains arranged in the elongated manner typical of enzymes in the B-elimination
superfamily, and is constituted almost exclusively by helices. Three subunits are
necessary to form the active site cleft and the residues His 153, His 231 (general
bases), Gln 308, Asn 364 and Glu 369 are involved. Without a bound inhibitor or
substrate, the specific contacts made by the enzyme to its two substrates can not be
analyzed in detail. Hence, co-crystallization and docking can help in this question.
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1. MOTIVACAO

O género Leishmania comp&e um importante grupo de protozoarios parasitas
de mamiferos. Estes microrganismos sdo responsaveis por doengas graves em seres
humanos de duas formas: a leishmaniose tegumentar que causa lesGes ndo fatais, e a
forma visceral que ¢ potencialmente fatal. Estas entidades clinicas sdo consideradas,
pela Organizagdo Mundial de Satide (OMS), como doengas tropicais importantes
devido ao alto nivel de mortalidade e morbidade a elas associadas.

A leishmaniose esta distribuida em 22 paises no Novo Mundo e em 66 paises
no Vetho Mundo, néo sendo encontrada no Sudoeste asiatico. Infecgdes humanas sdo
encontradas em 16 paises europeus, incluindo a Franga, Itilia, Grécia, Malta,
Espanha e Portugal, sendo globalmente responsavel por 59.000 mortes anuais,
segundo dados de 2002. Os métodos empregados atualmente no tratamento das
infecgdes causadas por Leishmania se mostram pouco operacionais e apresentam
efeitos colaterais indesejados nos pacientes tratados. Apesar dos avangos recentes, o
desenvolvimento de vacinas tem sido muito lento. Este cenario revela a importancia
da descoberta de novos medicamentos para a terapéutica da leishmaniose.

Os protozoarios parasitas sio dependentes da via de recuperacdo de purino-
nucleotideos pela auséncia da via de sintese de novo. Células de mamiferos, por
outro lado, sdo capazes de sintetizar os purino-nucleotideos de novo, além de
possuirem a via de recuperacéo. Desta diferenga metabolica fundamental resulta a
sensibilidade dos protozoarios a inibigdo por andlogos de purino-nucleotideos que
afetem os componentes enzimaticos da via de recuperacdo como, por exemplo, a

sensibilidade ao alopurinol. Desta forma, a via de recuperacio se apresenta como um
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potencial alvo no desenvolvimento racional de firmacos ao tratamento da
leishmaniose.

O estudo do metabolismo dos purino-nucleotideos de Leishmania major traz
grandes beneficios. Praticamente todos os genes centrais envolvidos na via de
recuperagdo em Leishmania estio presentes no parasito. Diversos trabalhos
desenvolvidos em nosso laboratorio, com diferentes enzimas desta via levantam a
possibilidade de disseca-la ao nivel molecular e estrutural e possibilitam a avaliagdo
do papel de cada componente enzimatico no contexto giobal da via de recuperagdo
de purino-nucleotideos. A enzima adenilosuccinato lase (ADSL) atua em duas
etapas no metabolismo de purino-nucleotideos: uma na via de sintese de novo, onde
0 substrato ¢ o composto SAICAR (5'-fosforibosil-5-aminoimidazol-4-N-
succinocarboxamida) e na via de recuperagio, cujo substrato € o adenilosuccinato
(ADS). ADSL apresenta importincia nio somente na replicagdo, como também no
metabolismo celular. Além disto, a deficiéncia desta enzima em humanos estd
relacionada a doengas severas, cujos principais sintomas sio retardos mentais e
psicomotores, associados com caracteristicas autistas.

Assim, a motivagio do presente trabalho baseou-se nas seguites questdes:

i) A enzima ADSL é realmente um bom alvo para auxiliar na busca de
Compostos que possam vir a contribuir para o tratamento de leishmaniose?

ii) Considerando-se a participacio da ADSL em dois passos do metabolismo
de purinas em mamiferos: um na via de sintese de novo e outro na via de recuperagio
(sendo que em cada passo esta enzima é capaz de utilizar um substrato diferente),
juntamente com o fato dos Kinetoplastida serem auxotroficos para purino-
nucleotideos, ou seja, estes organismos ndo possuem as enzimas envolvidas na

sintese de novo, a questio que se levanta &: durante a evolugdo dos Kinetoplatida
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houve perda da via de sintese de nove? Os estudos molecular, bioquimico e estrutural
da ADSL de L. major pode contribuir no esclarecimento da evolugdo desta via
metabolica em Kinetoplastida. Devido 4 dualidade da ADSL, se ela for capaz de
converter o composto SAICAR em produto, teriamos um indicio de algum resquicio

da via de sintese de novo nestes organismos.
2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Leishmaniose

2.1.1 Agente etioldgico, formas clinicas e distribuicdo global da doenga

Ha mais de um século, em 1903, os doutores Leishman e Donovan
identificaram, em trabathos independentes, um protozoario que foi entfio batizado
por Ronald Ross como ILeishmania donovami em pacientes na India, os quais
apresentavam uma doenga atualmente conhecida como leishmaniose visceral.

Leishmaniose trata-se de um conjunto de doencas causadas por pelo menos
17 espécies de protozodrios do género Leishmania, sendo a segunda causa de morte
entre as doengas parasitarias, s6 perdendo para a malaria. O parasita existe em duas
formas (figura 1). uma flagelada ou promastigota, que vive nas fémeas dos
mosquitos vetores (flebotomineos) e outra ndo flagelada ou amastigota, que é
parasita intracelular obrigatoria dos macrofagos no hospedeiro mamifero.
Leishmaniose ¢ classificada em trés formas clinicas (figura 2): leishmaniose cutinea
(LC), mucocutinea (LMC) e visceral (LV), que apresentam distintos niveis de
morbidade e mortalidade. A localizagio do parasita em macrofagos do sistema
fagocitario mononuclear, da derme e das mucosas ¢ o que caracteriza os quadros de

LV, LC e LMC, respectivamente (Herwaldt, 1999; Davies et al., 2003).
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Juntamente com a Leishmania ssp, as espécies do género Trypanosoma, T.
brucei e T. cruzi, sdo importantes protozoarios parasitas humanos, transmitidos por
insetos hematofagos e causadores da doenca do sono e doenga de Chagas,
respectivamente. Irypanosoma e [Leishmania sio dois géneros da familia
Trypanosomatidae, ordem Kinetoplastida, que apresentam uma série de
caracteristicas peculiares: presenca de DNA mitocondrial denominado de
kinetoplasto, mecanismos especiais de editoracio do RNA mitocondrial, transcricio
de genes nucleares em longos fragmentos policistronicos e compartimentalizagio da
glicdlise em organelas denominadas glicossomas (para revisdo ver Hannaert ef al.,
2003). Além destas peculiaridades compartilhadas com os demais membros da
familia Trypanosomatidae, as espécies de Leishmania apresentam imensa

diversidade que é refletida na complexidade da doenga leishmaniose (veja tabela 1).



Capitulo I: Introducdo 6

Tabela 1: Diversidade e complexidade da leishmaniose humana (tabela adaptada de
Herwaldt, 1999).

Agente etiolégico
Protozodrio intracelular obrigatério do género Leishmania (Ordem Kinetoplastida). Cerca de 21 das
30 espécies que infectam mamiferos infectam humanos.

Formas do parasita

Promastigota: forma flagelada encontrada no trato digestivo de mosquitos hematéfagos e nas culturas
de células: 15-20um de comprimento por 1,5-3,5um de largura com 15-28pm de flagelo.

Amastigota: forma nfo flagelada (2-4um de didmetro) que, nos hospedeiros humanos, se replica
dentro dos fagossomos no interior dos macrofagos.

Espécies causadoras da leishmaniose visceral
Complexo de espécies L. donovani: L. donovani, L. infantum ¢ L. tropica no velho mundo e I.
chagasi ¢ L. amazonensis no novo mundo.

Epidemiologia da leishmaniose visceral (organismos mais agressivos)

Em algumas regides (India ¢ Suddo) encontra-se uma forma de leishmaniose dérmica pos-kalazar
(PKDL). E transmitida por Phiebotomus e existe no subcontinente indiano & na Africa equatorial.
Reservatorio: seres humanos e cies.

A L. infantum provoca uma variante menos grave da leishmaniose visceral ¢ existe na regido
mediterrinica, incluindo paises do Norte de Africa, Turguia, Israel, Grécia, Itilia, sul da Franga,
Portugal e Espanha e ainda nos Balcis, Ir3 e algumas regides da China e Asia central. E transmitida
pelo Phiebotomus. Reservatério: ces, lobos ¢ 1aposas.

A L. chagasi existe na América Latina, incluindo Brasil. O inscto transmissor & 0 mosquito
Lutzomyia. Reservatorio: cies.

Espécies causadoras da leishmaniose cutinea

No velho mundo: L. ropica, L. major, L. aethiopica, L. infantum e L. donovani,

No nove mundo: complexo de espécies L. mexicana (especialmente L. mexicana, .. amazonensis e I.

venezuelensis) ¢ subgénero Viannia (notavelmente L. [V] brazilienses, L. [V] panamensis, L. [V]
uyanensis ¢ L. (V] peruviana); também organismos tipo L. major e L. chagasi.

Epidemiologia da leishmaniose cutinea (organismos de viruléncia baixa)

L. major: Norte de Africa, Médio Oriente ¢ Asia central, Transmitida por Phlebotomus. Reservatdrio:
roedores.

L. aethiopica: Existe na Etidpia e no Quénia. Transmitida por Phlebotomus. Reservatario: pequenos
marniferos.

L. tropica: Existe em paises do Mediterrineo ¢ no Oriente Médio, Transmitida por Phlebotomus.
Reservatorio: principalmente humano.

L. mexicana: América centrat ¢ Sul dos EUA (especialmente na Texas). Transmissdo pelo Lutzomyia.
Reservatorio: roedores.

L. amazonensis. América do Sul. Transmissio pelo Lutzomyia. Reservatéria: roedores.

Epidemiologia da leishmaniose mucocutinea (organismos de viruléncia intermediiria)

L. braziliensis: existe em todo o Brasil, Veneznela, Coldmbia ¢ Guianas, Transmisso pelo Lutzomyia.
Reservatorio: principalmente roedores.

L. peruviana: predomina nos paises andinos. Reservatério: cies.

Modos de transmissio

A transmiss3o da leishmaniose entre mamiferos ocorre via contaminacio sanguinea, sendo o mosquito
infectado o principal vetor. Cerca de 30 espécies do géncro Phiebotomus e Lutzomyia j4 foram
identificadas como vetor. Transfusio sanguinea e o uso de aguthas compartilhadas sio outras formas
minoritérias de propagacdo da doenga.

Distribuicfio geografica e estimativa do nimero ge casos

Endémica em 88 paiscs nos 4 continentes: da regido norte da Argentina ao sul do Texas, sul da
Europa, Asia, Oriente Médio e Africa.

Nimero estimado de pessoas sob risco de infecgdo: cerca de 350 milhdes.

Numero estimado de novos casos/ano de leishmaniose visceral; cerca de 500,000

Niumero estimado de novos casos/ano de leishmaniose cutinea: 1,5 milhdes.
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Figura 1: Formas do parasita Leiskmania. A esquerda forma promastigota ou
flagelada: encontrada no trato digestivo de mosquitos hematofagos e nas culturas de
células, apresentando 15 2 20um de comprimento por 1,5 a 3,5um de largura com 15
a 28um de flagelo. A direita forma amastigota ou nio flagelada: 2 a2 4um de didmetro
que, nos hospedeiros humanos, se replica dentro dos fagossomos no interior dos
macrofagos. Figura obtida do manual de vigilincia e controle da leishmaniose
visceral - Ministério da Saide 2003
(http://dtr2001. saude.gov.br/svs/pub/pdfs/manual_controle_lv.pdf).

Figura 2: Formas clinicas de leishmaniose. A) Foto de um garoto brasileiro com
leishmaniose cutinea. B) Foto de um homem peruano com leishmaniose
mucocutinea. C) Foto de um menino brasileiro de 4 anos com leishmaniose visceral
(figuras adaptadas do sitio http://www.vet.uga.edu).

{FSC-Y§psErRVICODEBIBLIOTECK

INFORMACAD
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Estimativas da Organizagio Mundial da Saide (OMS) mostram que 12
milhdes de casos de leishmaniose em humanos sdo distribuidos pelo mundo,

principalmente nas regifes tropicais e sub-tropicais (figura 3).

Figura 3; Distribuicio global de leishmaniose. Em azul claro regiGes endémicas da
doenca e em azul escuro regiGes onde ocorrem casos de co-infecgdo da SIDA (AIDS)
associada a4  leishmaniose. Figura obtida no sitio da WHO
(http.//'www.who.int/csr/resources).

A LV, também conhecida como calazar, cujos principais sintomas sio a
febre, perda acentuada de peso, anemia e inchago do bago e do figado, ataca os
drgdos internos e quando n3o tratada pode levar a morte da pessoa infectada dentro
de 2 a 3 anos. A emergéncia da LV em individuos portadores da infecgio pelo virus
da imunodeficiéncia adquirida (SIDA, figura 3), tem aumentado a atengfio para
leishmanioses. A OMS estima que S00.000 pessoas adquirem LV por ano, sendo
90% dos casos ocorrentes em paises como Bangladesh, India, Nepal, Sud#o e Brasil.

Na América Latina, a doenca também denominada leishmaniose visceral americana

(LVA) ou calazar neotropical ja foi descrita em pelo menos 12 paises, sendo que
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90% dos casos ocotrrem no Brasil, especialmente nas zonas rurais da Regido
Nordeste. No entanto, dados epidemiolégicos revelam a periurbanizagio e a
urbanizagio da leishmaniose visceral nos centros de médic e grande porte,
destacando-se os surtos ocorridos no Rio de Janeiro (RJ), Belo Horizonte (MG),
Aragatuba (SP), Santarém (PA), Corumba (MS), Teresina (P1), Natal (RN), Sdo Luis
(MA), Fortaleza (CE), Camacari (BA) ¢ mais recentemente as epidemias ocorridas
nos municipios de Trés Lagoas (MS), Campo Grande (MS) e Paimas (TO)
(Ministério da Saide 2003). As areas de transmissio da doen¢a no Brasil estdo
representadas na figura 4. Segundo o Ministério da Saude, em 19 anos de notificagio
(1984-2002), os casos de LVA no pais somaram 48.455 e nos ltimos dez anos a
media anual foi de 3.156 casos. (manual de vigilancia e controle da leishmaniose

visceral - Ministério da Sande 2003).

B 10-20 casos
B 50-192caso0s

Figura 4: Distribuiciio de casos autictones de leishmaniose visceral segundo
municipio, no ano de 2002. Fonte: SINAN- COVEV/ CGDT/DEVEP/SVS/(MS).
Figura adaptada do manual de vigilancia e controle da leishmaniose visceral -
Ministério da Saiide 2003, que pode ser obtido diretamente do enderego eletrénico
http://dtr2001 saude. gov.br/svs/pub/pdfs/manual_controle_lv.pdf.
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A leishmaniose cutinea se manifesta por lesdes ulcerativas da derme,
principalmente na face, bracos e pernas, que podem persistir por anos deixando
cicatrizes morbidas. A LMC geralmente ¢ resultante da disseminagdo do parasita, via
corrente sanguinea ou linfatica, de ulcerages da derme para os tecidos
cartilaginosos, especialmente da boca e do nariz. A LC e ILMC acometem um milhio
¢ quinhentas mil pessoas a cada ano: trés vezes mais que a LV (WHO -
http://www.who.int/tdr/diseases/leish/diseaseinfo.htm).

No continente americano a LC e 2 LMC siio agrupadas em uma Unica doenga
denominada leishmaniose tegumentar americana (LTA), também conhecida como
tlcera de Bauru, ferida brava entre outras denominagGes regionais. A LTA distribui-
se amplamente estendendo-se desde o sul dos Estados Unidos até o norte da
Argentina. O foco mais importante é o sul-americano, que compreende todos os
paises, com excegdo do Uruguai e do Chile. No Brasil tem sido assinalada em todos
os estados, constituindo, portanto, uma das infecgdes dermatologicas que merece
maior atengdo devido sua magnitude, bem como pelo risco de ocorréncia de
deformidades que pode produzir no homem (Ministério da Saiide - FUNASA, 2000).
Nos ultimos 20 anos, ocorreu um aumento no nitmero de casos associado a expansdo
geografica sob diferentes perfis epidemioldgicos, estimando-se 523.975 casos
autoctones (1985 a 2003) (Basano & Camargo, 2004), com média anual de 35 mil

novos casos (Gontijo & Carvatho, 2003).

2.1.2 Diagnostico, Ciclo de vida e Transmissdo
O diagnostico se divide em trés categorias principais: diagndstico
parasitologico, diagnostico imunolégico e métodos de biologia molecular (PCR). O

diagnéstico parasitolégico ¢ a metodologia mais simples e mais comumente
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utilizada. E baseada na observacio das formas amastigotas pela histopatologia ou
citologia utilizando-se esfregacos de medula 6ssea ou aspirados de linfonodos
corados pelo Giemsa. Este método é de baixo custo, mas a dificuldade na obtengio
dos tecidos faz com que o diagnostico imunolégico seja mais utilizado. Os quatro
principais testes soroldgicos, que se baseiam na detecgio de anticorpos
antileishmania, sdo DAT ou teste de aglutinacdo direta (“Direct Agglutination Test™),
IFAT ou immunofluorescéncia (“Indirect Fhyorescent Antibody Test”), ELISA
(“Enzyme-linked Immunosorbent Assay”) e Western Blot. Entretanto, variagio entre
as amostras, alto custo dos antigenos comercialmente disponiveis e a persisténcia de
anticorpos  apds a cura sio fatores limitantes. JA o método de PCR
(amplificacio/detecgio do DNA de Leishmania) é altamente sensivel e especifico, o
que possibilita a identificagio dos parasitas a partir de grande variedade de amostras.
No entanto, esta técnica nem sempre ests disponivel para os diagnosticos de rotina
(Davies et al., 2003),

O ciclo de vida (figura 5) inicia-se com a liberagdo dos parasitas no sangue
pela picada de mosquitos fémeas dos géneros Phlebotomus (velho mundo) ou
Lutzomyia (novo mundo). As leishmanias na forma flagelada de promastigotas
ligam-se por receptores especificos (CR3 e CR1) aos macréfagos, pelos quais séo
fagocitadas (Handman & Bullen, 2002). Os macrofagos deveriam funcionar como
células apresentadoras de antigenos ao sistema imune, desencadeando assim uma
resposta imunolégica. No entanto, as formas amastigotas sio adaptadas para viverem
e se multiplicarem nos vaciolos parasitoforos (fagossomos), cujo baixo pH (~5)
parece estar associado com a mudanga de formas de promastigota para amastigota
(Antoine ef al., 1998; Burchmore & Barrett, 2001}). Pelo fato da digestio proteolitica

dos parasitas ser comprometida, o macrofago deixa de funcionar como célula
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apresentadora de antigenos e passa a abrigar o parasita, fornecendo protegdo contra o
sistema imune. Desta forma, os parasitas multiplicam-se por divisfo binaria, saindo
para o sangue ou linfa por exocitose, o que leva a destruigdo da célula hospedeira e
possibilita que as leishmanias invadam outros macrofagos. As formas amastigotas
ingeridas pelos insetos transmissores transformam-se em promastigotas e
multiplicam-se no seu intestino, migrando depois para as proboscides

(prolongamento do aparelho bucal, que funciona como picador-sugador).

. As amastigotas gio
O hospedeiro liberadas no
vertebrado & infectado intestino do
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Fignra 5. Esquema representativo do ciclo de vida da Leishmania. Figura
modificada de www.biosci.ohio-state.edu e apresentada no manual de vigilincia ¢
controle da leishmaniose visceral - Ministério da Saude 2003.

A transmissio da doenga para os hospedeiros vertebrados ¢é feita

predominantemente por meio da inoculagio das formas promastigotas infectantes

durante a picada do inseto vetor. Entretanto outras possibilidades tais como a via
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placentaria, transfusio sanguinea e compartilhamento de agulhas s3o formas

minoritarias de propagacdo da leishmaniose.

2.1.3 Tratamento e Prevengdo

Os compostos derivados de antimoniais, introduzidos na década de 40, sio os
medicamentos de primeira escotha atualmente empregados no tratamento contra LV
e LC (Croft & Coombs, 2003; Croft ef al, 2005). Existem no mercado duas
formulagdes (figura 6) de antimoniais pentavalentes (Sb™) disponiveis: o
estibogluconato de sodio (Pentostam- GlaxoSmithKline) e o antimoniato-N-metil
glucamina (Glucantime - Aventis), nio parecendo existir diferengas quanto 3 eficicia
terapéutica destas formula¢cdes. No Brasil a unica formulagiio disponivel é o
antimoniato N-metil glucamina, que vem sendo distribuida pelo Ministério da Satide
em ampolas de 5 ml (contendo 405mg de Sb™*). A dose recomendada é de 2 a 4
ampolas por dia durante 20 a 40 dias e a administracio ¢ parenteral. Seu mecanismo
de ag3o ainda ndo estd totalmente elucidado, mas sabe-se que atua nas formas
amastigotas do parasita, inibindo sua atividade glicolitica e a via oxidativa de acidos
graxos. Os estudos sobre farmacocinética dos Sb™ mostram que esses compostos sdo
rapidamente eliminados da circulagio através dos rins (vida média de
aproximadamente 2 horas). Nos altimos anos, doses progressivamente maiores dos
antimoniais tém sido recomendadas devido ao aparecimento de resisténcia do
parasita a essas drogas e pela variagio na sensitividade ao tratamento em fungio da
diversidade de espécies associadas 4 doenga (Croft, 2001). O principal efeito
colateral do antimoniato-N-metil glucamina é decorrente de sua agdo sobre o

aparetho cardiovascular.
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Pentamidina (figura 6), uma diamidina aromatica, apresentada como sal de
isocianato (Pentacarinat) ou sal metilsufonado (Lomidine), tem sido empregada
como tratamento de segunda escotha contra leishmaniose desde 1952. Sua
administracdo ¢ parenteral. No entanto, quando comparada com os antimoniais,
apresenta maior toxicidade ao paciente, periodos mais longos de tratamento e sérios
efeitos colaterais, tais como hipoglicemia, diabete, taquicardia, entre outros (Croft &
Coombs, 2003).

Outra geracdo de medicamentos leishmanicidas, Anfotericina B (Bristol
Meyers Squibb) (figura 6), sdo derivados de antibioticos poliénicos e séo os mais
eficazes disponiveis comercialmente. Sua atividade foi descoberta no inicio de 1960
e a experiéncia clinica acumulada com seu uso no tratamento da leishmaniose
visceral vem aumentando ao longo dos ultimos anos tanto no Brasil quanto na India.
Anfotericina B atua nas formas promastigotas e amastigotas do parasita ¢ o
mecanismo de agfo se da através da ligaglo preferencial com ésteres (ergostero! ou
episterol) presentes na membrana plasmatica da leishmania. No entanto, seus efeitos
colaterais, todos dose-dependentes, s#o inimeros e freqlientes e sua administragéo
recomendada ¢ intravenosa ¢ lenta, prolongando-se por até 4 horas. As complicagdes
renais sdo as mais importantes, graus variados de comprometimento renal ocorrem
em praticamente todos 0s pacientes ao longo do tratamento. Novas formulagdes da
Anfotericina B associadas a lipossomas, AmBisome (lipossomal) ¢ Amphocil
(dispersdo coloidal), tornaram-se disponiveis comercialmente, apresentando uma
menor toxicidade ao paciente e permanecendo por mais tempo no organismo.
Entretanto, o custo elevado impossibilita o uso destes novos compostos na rotina do

servigo (Ministério da Satde 2003; Croft & Coombs, 2003; Crofi et al., 2005).
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Figura 6. Estruturas quimicas dos principais medicamentos empregados no
tratamento da leishmaniose. A) Glucantime. B) Anfotericina B. C) Imiquimod. D)
Miltefosine. E) Pentamidina (diamidina) F) Allopurinol. Figura adaptada de Croft &
Coombs (2003) e de Kouni (2003).

Talvez o avango recente mais significativo foi a descoberta, em meados de
1980, da aglo leishmanicida do Miltefosine (figura 6) (Impavido — Zentaris AG),
uma hexadecilfosfatidilcolina  desenvolvida  originalmente como  agente
anticancerigeno. A principal vantagem deste medicamento é a administra¢do oral e
sua eficacia foi comprovada contra LV e LC. No entanto, ele apresenta ag#o
teratogenicida, impossibilitando seu emprego em mulheres gravidas ou na idade
fértil. Nestes casos, a Anfotericina B € a droga de escolha (Ministério da Saide 2003;
Croft & Coombs, 2003).

Os analogos de purinas formam outra frente de compostos leishmanicidas. A
atividade antileishmaniose do alopurinol (figura 6) foi identificada ha mais de 30
anos. Por causa da sua biodisponibilidade oral e seu vasto uso no tratamento de
hiperuricemia (acido trico sangiiineo elevado) e artrite aguda (gota) em seres

humanos (Martinez & Maar, 1992), se iniciaram os testes clinicos para LC e LV.
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Infelizmente, os resultados nio foram conclusivos {Croft & Coombs, 2003; Croft ef
al., 2005). Por outro lado, a administragio combinada de alopurinol com um
medicamento tipico antileishmaniose, como por exemplo pentamidina ou antimonial,
fot mais efetiva do que o emprego do medicamento sozinho (Kouni, 2003).

Além destes medicamentos usualmente administrados, estudos preliminares
com o fluconazol (antifiingico)} e com produtos topicos como paramomicina €
imiquimod tém apresentado resultados satisfatorios com altos indices de cura da
leishmaniose (Basano & Camargo, 2004).

A resisténcia das leishmanias aos farmacos tem sido associada ao aumento de
expressio de glicoproteinas especificas envolvidas com mecanismos de transporte de
membrana: um conjunto de proteinas ligantes de ATP que modulam a saida e o
trafico intracelular dos agentes quimioterapéuticos. Além disto, a exposi¢do do
parasita a doses sub-Otimas e eventos de mudancas fisiologicas tais como:
infectividade e metabolismo do parasita, interagdes parasita-hospedeiro e
diferenciagiio das formas celulares promastigotas e amastigotas também podem estar
associados a tal resisténcia. Entretanto, ainda ndo estd claro se estes eventos
fisiologicos sdo essenciais para conferir resisténcia aos parasitas ou se s30 fendmenos
ndo diretamente relacionados. Desta forma, uma melhor compreensdo a respeito
destes mecanismos ¢ fundamental para o tratamento ¢ controle da leishmaniose
(Ponte-Sucre, 2003). Para um maior detalhamento sobre os medicamentos utilizados
no tratamento de leishmaniose consultar as revisdes feitas por Croft & Yardley
(2002) e por Croft et al. (2005).

Com o intuito de encontrar nOvos COmMpOStos Menos toxicos, economicamente
mais viaveis, de efeito especifico e que revertarm a resisténcia do parasita aos

medicamentos, estudos com produtos naturais extraidos de plantas tém aumentado



Capitulo I Introducdo 17

nos ultimos anos (Bergmann ef al., 1997). Neste contexto, as espécies de plantas
Kalanchoe pinata e Solanum lyratum Thunb demonstraram ter efeito sobre a redugio
das lesdes em camundongos, pelo aumento da produgiio de éxido nitrico pelos
macrofagos (Bergmann ef al., 1997) e pelas células da cavidade peritoneal (Kim ef
al., 1999), sugerindo possivel atividade terapéutica no tratamento da leishmaniose.

No que diz respeito a prevengdo, os métodos mais comuns sdo a
desinsetizagio das areas de risco para a erradicagdo dos insetos vetores, o uso de
mosquiteiros impregnados de inseticidas e a aplicagiio de repelentes sobre a pele.
Sacrificar c3es infectados também faz parte do controle da doenga.

Ainda em se tratando de prevengdo, devemos ressaltar a importincia das
vacinas. O foco da pesquisa moderna de vacinas é o uso de proteinas recombinantes
que funcionam como antigenos, parasitas vivos atenuados e vacinas de DNA. As
diferentes espécies de Leishmania possuem variagOes na expressio de proteinas
durante o processo de diferenciagdo; e as formas amastigotas e promastigotas ndo
apresentam o mesmo padrio antigénico. Assim, nenhuma evidéncia exclui a
possibilidade que diferentes antigenos estejam relacionados a mecanismos imunes
efetores distintos (Pinheiro, 2004).

A vacina denominada Leishvacin (Biobris) tem duas possibilidades de uso:
preventiva ou terapéutica (cura). Os testes da vacina terapéutica j4 foram concluidos
e apresentaram excelentes resultados. Entretanto, o registro da vacina preventiva
somente podera ser solicitado quando todos os testes clinicos forem concluidos.
Estima-se que a produgdo em escala comercial da Leishvacin (preventiva) se iniciard
ap6s o ano 2020 (www.revista.fapemig.br).

Considerando-se o panorama descritc acima em relagdo ao tratamento da

leishmaniose: caracteristicas de toxicidade indesejaveis dos medicamentos,
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aparecimento de formas resistentes de leishmania e auséncia até o momento de uma
vacina eficiente disponivel comercialmente, torna-se evidente a necessidade da
descoberta de novos farmacos antileishmanioticos.

Apesar desta necessidade ser alarmante, das 1.393 novas entidades quimicas
aprovadas entre 1975 ¢ 1999, apenas 16 (1%) sdo para tratar doengas tropicais e
tuberculose, que afetam as populagdes pobres e correspondem a 12% do total de
doenc¢as. No mesmo periodo, 179 novos medicamentos foram criados para combater
problemas cardtovasculares, que representam 11% do total de enfermidades. Devido
a este tipo de discriminagdio, as doengas tropicais foram batizadas como “doencas
negligenciadas™ (Trouiller ef al., 2001; Trouiller ez al., 2002). Por causa da falta de
remédios ou da inexisténcia de tratamento adequado, todo ano 14 milhdes de pessoas
morrem no mundo vitimas deste tipo de doengas infecciosas. Nos ltimos cinco anos,
nenhuma das 20 empresas de mator faturamento dos Estados Unidos, da Europa € do
Japdo langou no mercado novos farmacos para moléstias consideradas extremamente
negligenciadas. Além disto, apenas 10% das pesquisas em saude sdo dedicadas a
estas doengas, que correspondem a 90% da carga global de enfermidades. O
argumento usado pelas industrias farmacéuticas para justificar o investimento
proximo de zero em pesquisa e desenvolvimento para doengas negligenciadas é o
alto custo comparado ao retorno esperado muito pequeno (Troiller er al, 2002;
Morel, 2003).

Embora os paises subdesenvolvidos convivam com doengas infecciosas e
parasitarias (como leishmaniose, doenga de Chagas, esquistossomose, maliria,
dengue e etc), eles possuem centros de pesquisa qualificados. Assim, cabe aos
centros financiados pelo setor publico tentar suprir a lacuna deixada pelos grandes

laboratérios farmacéuticos, cujas prioridades estdo voltadas as populagdes com poder
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de compra. Neste contexto, vale ressaltar a importancia das pesquisas nas areas de
genética, bioquimica e biologia molecular de parasitas desenvolvidas em nosso pais,
visando a busca de vias alternativas e identificacio de potenciais alvos, aliados a
descoberta de novos compostos que, futuramente, possam ser empregados no
tratamento das doengas negligenciadas.

Diante deste cenario, o Laboratorio de Cristalografia de Proteinas e Biologia
Estrutural do IFSC (Instituto de Fisica de Sdo Carlos-USP) vem desenvolvendo
pesquisas na area de planejamento racional de compostos que possam ser Uteis no
desenvolvimento de fiarmacos antitripanosomatideos, com base na estrutura de

proteinas alvos.

2.1.4 Enzimas do metabolismo de purino-nucleotideos como potenciais alvos

para o desenvolvimento de novos fdrmacos contra leishmaniose

A primeira etapa na abordagem moderna de desenvolvimento racional de
farmacos se baseia na identificagio de vias metabolicas indispensaveis a
sobrevivéncia do parasito (Hassan & Coombs, 1986). Tradicionalmente, através de
comparagdes bioquimicas, enzimas identificadas no parasita que sejam ausentes ou
bastante distintas das do hospedeiro mamifero tém sido consideradas potenciais alvos
(para revisdo ver Cowman & Crabb, 2003). Contudo, para que se possa empreender
um programa efetivo de pesquisa e desenvolvimento de novos farmacos, além da
caracterizagio detalhada das enzimas da via metabolica que se deseja interromper, as
validacdes genéticas e bioquimicas dos seus alvos sdo imprescindiveis.

As principais técnicas de biologia molecular empregadas atualmente para

validagdo genética de alvos sdo: “gene knockout”, RNA anti-senso ¢ mais
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recentemente 0 RNA de interferéncia — RNAi. Estas metodologias visam a supresséo
por “silenciamento” ou a redugio dos niveis de expressdo génica.

O RNAI apresenta algumas vantagens quando comparado com as demais
técnicas. Por ser um processo disparado pela presenga de RNA dupla fita (dsRNA)},
cuja seqiiéncia € especifica ao RNA mensageiro alvo que serd degradado (Fire ef al.,
1998), o RNAI ndo interfere ao nivel do DNA, como ocorre em “knockout”, uma vez
que ele atua numa etapa pos-transcricional. Além disto, as pequenas moléculas dupla
fita siRNAs (“small interfering RNAs”), que sdio produtos da clivagem da dsRNA,
apresentam maior facilidade para atingir o alvo, devido a sua maior estabilidade. Por
sua vez, os RNAs anti-senso, que sZo RNAs longos e fita simples, sdo mais
facilmente degradados dentro da célula (para revisio ver Thakur, 2003).
Considerando-se a familia Trypanosomatidea, o RNAI foi primeiramente descoberto
em 7. brucei (Ngb et al., 1998) e rapidamente se tornou o método de escolha para
estudos de supressdo da express#o génica em parasitas (para revisdo ver Ullu ef af,
2004). E interessante salientar que a técnica do RNAI se aplica somente a 7. brucei,
uma vez que Leishmania e T. cruzi ndo possuem as enzimas necessarias a0 processo.

Ja a validagio bioquimica requer o uso de compostos quimicos que interagem
de maneira especifica e seletiva bloqueando ou diminuindo a atividade das enzimas
chave. Assim, a determinagio das caracteristicas fisico-quimicas e estruturais da
enzima, bem como a caracteriza¢do cinética e a identificac@o dos sitios cataliticos
sdo indispensaveis para a abordagem de desenho racional de firmacos. Esta
abordagem, apesar de muito util e informativa, ¢ susceptivel a artefatos pela
interacdo inesperada do inibidor com outros componentes do metabolismo celular

que podem aumentar ou diminuir o efeito do mesmo sobre o alvo esperado.
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Uma das diferengas metabolicas mais marcantes entre os protozoarios
parasitas e o hospedeiro mamifero encontra-se na cadeia de sintese de purino-
nucleotideos (figuras 7 e 8) (Hochstadt, 1978a; Berens ef al., 1995). Em células de
mamiferos, os purino-nucleotideos podem ser sintetizados a partir de duas vias. Uma
via, envolvendo dez reagOes enzimadticas seqiienciais leva a sintese “de novo” dos
purino-nucleotideos a partir de precursores mononucleotideos. Estas reacdes
resultam na sintese do anel purinico ¢ a formagdo de inosina monofosfato (IMP),
como representado na figura 7. O IMP por sua vez é convertido em adenosina
monofosfato (AMP) e guanosina monofosfato (GMP). Uma segunda cadeia
metabolica, denominada via de recuperagdo (Hochstadt, 1978b; Uliman & Carter,
1997), mostrada na figura 8, utiliza os purino-nucleotideos pré-formados (adenina,
guanina e/ou hipoxantina) derivados da degradacio de &cidos nucléicos ou
nucleotideos livres. Na via de recuperagdo, as purinas livres reagem diretamente com
fosforribosilpirofosfato (PRPP) sendo convertidas nos nucleotideos-5’-monofosfatos,
IMP, AMP ¢ GMP. Em mamiferos estas reacdes sdo catalisadas por enzimas
fosforibosiliransferases  (PRTases) distintas:  adenina-fosforribosil-transferase
(APRT) e hipoxantina-guanina-fosforribosil-transferase (HGPRT). Diversos
organismos, entre eles os Kinetoplastida, possuem além da APRT e HGPRT uma

enzima adicional, a xantina-fosforribosil-transferase (XPRT).
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Figura 7: Esquema representativo da via de sintese de novo de purino-
nucleotideos. A enzima de interesse do presente trabalho - ADSL (em vermelho)
atua no passo 9, convertendo o substrato SAICAR no produto AICAR com a
liberagio de fumarato. 1 Glutamina-PRPP amidotransferase; 2 GAR sintetase; 3
GAR transformilase; 4 FGAR amidotransferase; 5 AIR sintetase; 6 N°-CAIR
sintetase; 7 N°-CAIR mutase; 8 SAICAR sintetase; 9 SAICAR lyase (ADSL); 10
AICAR transformilase e 11 IMP sintetase. Fonte: Nelson & Cox (2005).
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destaque para a via de recuperaciio. Os passos da via de sintese de novo estio
representados pela linha tracejada em cinza e via de recuperagio esta englobada pelo
circulo laranja. Os hospedeiros mamiferos podem usar as duas vias, enquanto os
parasitas utilizam apenas a via de recuperagio para obtengdo dos purino-
nucleotideos. A enzima de interesse do presente trabatho esta representada pela seta
rosa. ADSL. IMP: insina monofosfato, AMP: adenosina monofosfato; ADP:
adenosina difosfato; ATP: adenosina trifosfato GMP: guanosina monofosfato, GDP:
guanosina difosfato; GTP: guanosina trifosfato; XMP: xantina monofosfato; PPi:
pirofosfato; PRPP: 5-Fosforribosil-1-Pirofosfato, ADSS: Adenilosuccinato sintetase;
ADSL: adenilosuccinato liase; AMD: AMP deaminase; APRT: adenina-
fosforribosil-transferase; HGPRT: hipoxantina-guanina-fosforribosil-transferase;
XPRT: xantina-fosforribosil-transferase; .MDh: inosina-5’-monofosfato
desidrogenase; GMS: GMP sintetase; GMR: GMP redutase; AAH: adenina
aminohidrolase.

A maioria dos protozoarios parasitas, em contraste com seus hospedeiros, ¢

auxotrofica para purino-nucleotideos (Hochstadt, 1978a; Berens ef al., 1995), sendo

{
Vo PPi
N\ “-PRPP-
APRT|~-PRPP | HGPRT //
Adenina Guanina



Capitulo I: Introducdo 24

dependente da via de recuperagdo. Em conseqiiéncia disso, cada género de parasito
desenvolveu um conjunto especifico de enzimas da via de recuperagio que permite
a0 organismo utilizar as purinas pré-formadas adquiridas do hospedeiro ou derivadas
do metabolismo de nucleotideos. Caracteristicas unicas da via de recuperagio em
Leishmania e Trypanosoma constituem a base para a suscetibilidade destes
microrganismos a analogos de purino-nucleotideos (Hochstadt, 1978a; Palella &
Fox, 1989; Berens ¢f al., 1995; Ullman & Carter, 1995). Em particular, o alopurinol
(4-hidroxipirazol[3,4]pirimidina) tem sido explorado clinicamente no tratamento de
leishmaniose cutinea e doenga de Chagas crénica (Gallerano et al., 1990).

Enzimas envolvidas na via de recuperagdo de purino-nucleotideos de varias
espécies de parasitos foram clonadas e caracterizadas em detalhe (Fish er al., 1982;
Lafon et al. 1982; Beck & Wang,1993; Allen & Ullman, 1994; Allen ef al., 1995a;
Allen et al., 1995b; Jiang et al., 1996, Sommer ef al., 1996, para uma maior revisio
ver Kouni, 2003). Entre os membros dos géneros Trypanosoma e Leishmania essa
via é extremamente conservada.

As enzimas adenilosuccinato liase (ADSL, EC 4.3.2.2), adenilosuccinato
sintetase (ADSS, EC 6.3.4.4) e AMP deaminase (AMD, EC 3.5.4.6) de Leishmania
estdo envolvidas na conversio do IMP em AMP pelo intermediirio de reagdo, o
adenilosuccinato. A adenilosuccinato liase ¢ uma enzima capaz de ligar diversos
analogos de IMP, inclusive o ribonucleotideo aliopurinol.

As diferengas no metabolismo de purino-nucleotideos entre os parasitas e
seus hospedeiros mamiferos sdo bem documentadas (para revisdo ver Kouni, 2003).
Entretanto, algumas considerages foram levantadas pela existéncia de miltiplas vias
independentes no metabolismo de purinas de parasitas: para continuar a explorar as

enzimas da via de recuperagdo de purino-nucleotideos como potenciais alvos para o
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desenho racional de farmacos, idealmente todos os passos enzimaticos desta cadeia
devem ser identificados e investigados através de anilises de estrutura-funcio.
Adicionalmente, um inibidor para cada passo deve ser descoberto e dois ou mais
destes inibidores devem ser combinados para que se obtenha uma quimioterapia
efetiva contra os parasitas, uma vez que esta via possui varias rotas redundantes.
Assim, uma estratégia possivel baseia-se em intervir em duas ou mais etapas da via
de recuperacio.

Neste contexto, dentro dos projetos desenvolvidos no grupo, estio sendo
estudadas diversas enzimas desta via. A investigagdo da participacsio da
adentlosuccinato liase no metabolismo da via de recuperagdo, seu envolvimento e
importéncia nesta via metabolica e sua possivel dupla atividade (via de recuperagio e
via de sintese de novo) sdio aspectos de interesse do presente trabalho. Uma
consequiéncia deste projeto é seu potencial para vir a contribuir como um novo alvo
molecular para o desenho de inibidores e substratos subversivos para a possivel

quimioterapia de leishmanioses.

2.2 A enzima Adenilosuccinato Liase (ADSL)

Adenilosuccinato liase, também denominada adenilosuccinase, ADSL ou
ASL, é uma enzima que atua em duas etapas no metabolismo de purino-nucleotideos
(figuras 7, 8 e 9). Na via de sintese de novo, a ADSL converte o composto 5-
aminoimidazol-(N-succinilocarboxamida) ribotideo (SAICAR) em 5-aminoimidazol-
4-carboxamida ribotideo (AICAR), sendo este o nono passo da via de sintese de novo
de purino-nucleotideos. Na via de recuperagdo, a ADSL converte adenilosuccinato

em adenosina monofosfato (AMP) (Woodward & Braymer, 1966; Ratner, 1972),
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Figura 9: Esquema das duas etapas catalisadas pela adenilosuccinato liase
(ADSL) ne metabolismo de purino-nucleotideos. A) Conversio do SAICAR em
AICAR na via de sintese de novo de purino-nucleotideos. B) Conversio do
adenilosuccinato em AMP na via de recuperagdo de purino-nucieotideos. Figura
adaptada de Toth & Yeates {2000).

ADSL, juntamente com as enzimas adenilosuccinato sintetase (ADSS) e
AMP deaminase, participa do metabolismo de purino-nucleotideos. Estes compostos
sdo precursores dos 4cidos nucléicos (DNA e RNA) e, portanto apresentam
fundamental importdncia na replicagio celular. Além do papel essencial na
replicagdo, os purino-nucleotideos regulam o metabolismo celular através do
controle da quantidade disponivel de intermediario do ciclo do 4acido citrico
(Fumarato) ¢ de AMP livre (que afeta a taxa de formacio de adenosina trifosfato -
ATP). Portanto, ADSL tem um papel fundamental nio apenas na replicagio, como

também no metabolismo celular. Resta determinar se em Kinetoplastida este papel é

exercido diretamente ou indiretamente sobre os diversos metabolismos celulares.
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A participagdo desta enzima, em seres humanos, tem um efeito pronunciado
no metabolismo do cérebro e de miisculos e a deficiéncia na sua atividade pode gerar
severas desordens neurologicas incluindo retardo mental e psicomotor, com
caracteristicas autistas (Van den Berghe ef al, 1991). A relagio entre tais
caracteristicas e a deficiéncia da ADSL foi primeiramente estabelecida quando
Jacken & Van den Berghe (1984), detectaram elevados niveis de derivados
desfosforilados dos substratos SAICAR e adenilosuccinato no sangue de criangas
que apresentavam estes sintomas. Atualmente, varias mutagdes na enzima humana ja
foram identificadas em pacientes com tais patologias neurologicas e estudos
bioquimicos tém sido realizados com o intuito de correlacionar os aspectos clinicos,
bioquimicos e genéticos da deficiéncia da ADSL (Race ef al., 2000; Kmoch et al,
2000). Neste contexto, analises de estrutura-fungdo envolvendo mutagénese sitio
dirigida sobre o gene da ADSL humana, ensaios bioquimicos de atividade enzimatica
e modelagem da estrutura tridimensional (3D) das formas mutantes vém sendo
realizados também em nosso grupo (Evangelista ef al., 2005), com colaboragio do
Prof. Dr. Stanislav Kmoch (Institute for Inherited Metabolic Disorders, Charles
University 1" School of Medicine and General Faculty Hospital ~ Republica
Tcheca).

ADSL pertence a superfamilia de enzimas que catalisam reagbes de [-
eliminagdo. Todos os membros analisados até o momento sio homotetrimeros e
apresentam um peso molecular de aproximadamente 200 kDa. A identidade
sequencial entre os diversos membros da superfamilia é geralmente menor que 25%.
Entretanto, devido & similaridade de suas funcdes, as estruturas cristalograficas
destas enzimas mostram enovelamentos 3D semelhantes. Até o momento, foram

resolvidas as estruturas cristalograficas das ADSLs das bactérias Bacillus subtilis
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(Toth, 1999), Thermotoga maritima (Toth & Yeates, 2000), da arqueobactéria
Pyrobaculum aerophifum (Toth et al., 2000), do verme nematddeo Caenorhabditis
elegans (Symersky et al., submetido), do parasita Plasmodium vivax (Wernimont ef
al., submetido) e humana (Stenmark ef al., submetido).

O foco principal do presente trabalho foi a caracterizagdo molecular do gene
adsl e a caracterizagio bioquimica e estrutural da enzima ADSL do parasita
Leishmania major Friedlin (ADSL-Lm). Paralelamente, a ADSL humana (ADSL-
hum) também vem sendo por nos analisada ¢ seu estudo fisico-quimico, funcional e
estrutural possibilitara uma anélise comparativa da ADSL-hum e da ADSL-Lm,
auxiliando na busca de substratos subversivos para o desenvolvimento de agentes

terapéuticos contra a leishmaniose.

3. OBJETIVOS

Para responder as questdes levantadas no inicio deste capitulo, os objetivos
especificos foram:

i) Investigar o papel da ADSL para a sobrevivéncia dos tripanosomatideos,
através de experimentos de RNAi em Trypanosoma brucei.

15) Caracterizar molecularmente o gene adsi-Lm.

iii) Caracterizar bioquimica e estruturalmente a enzima recombinante ADSL-
Lm.

iv) Investigar a possibilidade funcional efou estrutural da ADSL de
Kinetoplastida possuir ou ndo atividade remanescente na via de sintese de novo,

refletindo sua origem evolutiva.
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VALIDACAO GENETICA DA ENZIMA
ADSL — EXPERIMENTOS DE RNAi EM

Trypanosoma brucei
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Esta etapa do trabalho foi realizada em colaborag¢do com o Prof. Dr. David
Campbell (Department of Microbiology, Immunology & Genetics, UCLA, Los
Angeles, USA), mediante a realizacdo de um estigio de 3 meses em seu

laboratorio,

1. INTRODUCAO

1.1 RNA de interferéncia - RNAI

1. 1.1 Definicdo de RNAi

RNAi ¢ um processo de “silenciamento” pés-transcricional da expressio
génica (PTGS), o qual € disparado pela presenga de RNA dupla fita (dsRNA) cuja
seqiiéncia € especifica a0 RNA mensageiro alvo que sera degradado (Fire ef al.,

1998).

1. 1.2 Descoberta do RNAi

O mecanismo de PTGS foi descoberto ao acaso ha aproximadamente dez
anos em um estudo realizado por Rich Jorgensen ¢ colaboradores (Jorgensen ef al.,
1994), ao tentarem intensificar a cor purpura de pétalas em Petinias. Os
pesquisadores introduziram um gene que codifica este pigmento sob controle de um
forte promotor e ac invés de obterem, como esperado, uma intensificacio da
coloragdo desejada, muitas das flores apareceram variegadas e até mesmo brancas.
Este fendmeno foi inicialmente considerado “bizarro” ¢ entdo denominado de co-
supressdo, uma vez que a expressio tanto do gene introduzido (transgene), quanto do
homoélogo endogeno foi suprimida (Napoli ef af, 1990). No entanto, RNAi foi

primeiramente descrito em 1998 (Fire ef al., 1998). Neste ano, os grupos de Andrew
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Fire e Craig Mello descreveram os efeitos inesperados da injegdo de moléculas de
RNA dupla fita (dsRNAs) nos vermes nematodos Caenorhabditis elegans: os
dsRNAs induziam o “silenciamento” génico de maneira gene-especifica e alguns
animais apresentavam fenétipos mutantes. Desde entdo, o termo RNAi1 vem sendo

utilizado para indicar interferéncia genética por dsRNA.

1. 1.3 Mecanismo de RNAi

O passo iniciador que dispara RNAi ¢ a presenca de moléculas longas de
RNA dupla fita (dsRNA) com centenas de nucleotideos (nt). A fita que possui a
seqiiéncia idéntica & regifio do RNAm alvo ¢ denominada senso, enquanto a outra
fita, complementar, é chamada de anti-senso. Uma endoribonuclease - DICER
(Bernstein e al., 2001), similar a RNaselll, reconhece o dsRNA e efetua a clivagem
desta longa fita em pequenos fragmentos de RNA conhecidos como siRNAs (“small
interfering RNAs”, Elbashir ez al., 2001), os quais tém uma estrutura caracteristica:
21nt de RNA, sendo 19nt pareados formando uma dupla fita e 2nt ndo pareados
projetados (“overhang”) nas extremidades 3'. O proximo passo consiste da remogéo
da fita senso do siRNA, e a fita anti-senso (complementar ao RNA mensageiro alvo)
induz a degradagio do mesmo suprimindo assim sua expressdo.

Trés modelos tém sido propostos para explicar o processo de RNAi (Schwarz
et al., 2002). Cada um busca elucidar o mecanismo pelo qual siRNAs direcionam
para g destruigio do RNAm alvo.

No primeiro modelo (figura 1), a degradagio do alvo requer uma enzima
polimerase dependente de RNA (RdRP) para converter o RNAm em dsRNA (Lipardi
ef al., 2001). RARP utiliza a fita anti-senso do siRNA como iniciadora (“primer”)

para sintese de uma fita complementar (RNAc) ao molde de RNAm. A molécula
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resultante € uma dupla fita de RNA constituida de RNAm/RNAc, que serd entdo
clivada pela DICER, uma vez que dsRNA ¢ o substraio desta enzima, degradando
assim, o RNAm alvo. A clivagem gera novos siRNAs que podem amplificar o
processo. O segundo modelo propde que fitas anti-senso dos siRNAs nfo participam
como iniciadoras para a RARP. Elas se anelam ao longo do RNAm alvo ¢ sdo entdo
ligadas por uma RNA ligase para formar RNAc (Lipardi ef al., 2001; Nishikura,
2001). As moléculas hibridas RNAc¢/RNAm sdo dupla fita e podem ser novamente
clivadas pela DICER. No terceiro modelo (figura 1), duas enzimas ou dois
complexos enzimaticos distintos atuam no ciclo de RNAI. Assim como nos dois
modelos anteriores, DICER ¢ considerada a responsavel pela clivagem de dsRNAs
em siRNAs. Estes siRNAs sdo entdo incorporados em um segundo complexo
protéico denominado “RNA-induced silecing complex” - RISC (Hammond er al.,
2000; Zamore et al., 2000, Nykinen ef al., 2001; Martinez ef al., 2002), em um passo
que envolve a abertura das fitas dos siRNAs para a formaglo de fitas simples. A fita
anti-senso proveniente do siRNA guia todo o complexo RISC para o reconhecimento

e degradagdo do RNAm alvo.
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Figura 1: Modelos propostes para o processo de RNAi. Ambos predizem que
moléculas dsRNAs séo convertidas em pequenos fragmentos também dupla fita de
RNA, siRNAs, pela endoribonuclease DICER. No entanto, os modelos se distinguem
nos passos posteriores relacionados ao modo como estes siRNAs conduzem a
degradagio do RNA mensageiro alvo, resultando no “silenciamento” gene -
especifico. No modelo & esquerda, siRNAs funcionam como iniciadores para a
sintese de uma fita de RNA complementar a0 RNAm alvo pela RdRP. Moléculas
dsRNAs resultantes s&o novamente clivadas pela DICER, levando a degradagio do
RNAm e formagio de mais siRNAs que podem realimentar o ciclo de RNAi. Neste
processo, a DICER atua duas vezes. No modelo a direita, siRNAs s#o incorporados
ao complexo enzimatico (RISC), distinto da DICER, que ¢ guiado ao RNAm alvo a
ser degradado. Figura adaptada de Schwarz ef al. (2002).

1. 1.4 Aplicacoes de RNAi

As principais vantagens do mecanismo de RNAi comparado ao “knockout” e
RNA anti-senso podem ser ressaltadas como:
- RNAI ndo interfere no DNA, como ocorre em “knockout”, uma vez que

RNAI atua numa etapa pos-transcrigio.
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- siRNAs apresentam maior facilidade para atingir o alvo, devido sua maior
estabilidade, quando comparados com RNAs anti-senso que sdo fita simples, e
portanto, facilmente degradados dentro da céluia.

A descoberta de que moléculas dupla fita de RNA com 21-23nt (siRNAs)
podem silenciar genes alvos, através de uma clivagem seqiiéncia-especifica do RNA
transcrito, tem proporcionado um avango no estudo da fungio génica baseado no
fendmeno de RNAI. Assim, este mecanismo tem causado uma revolugdo na biologia
molecular nos Gltimos anos, no que diz respeito ao controle da expressio génica, e
tem se mostrado como uma poderosa ferramenta na validag3o de genes em muitas
espécies, para aplicagbes terapéuticas contra varias doencgas e na compreensio do
funcionamento de genes envolvidos em fenémenos complexos como a obesidade e o
envelhecimentio (para revisdo ver Thakur, 2003). Neste coatexto, podemos citar
alguns exemplos do uso de RNAI:

i) contra HIV: eliminagdo de proteinas que o virus necessita para causar a
infecgdio (entrada na célula) e/ou para multiplicagéio dentro da célula hospedeira, via
“silenciamento” dos genes codificadores de tais proteinas. A estratégia de RNAi
pode incluir multiplos alvos para eliminar o HIV.

i) conta o céncer: o fato de siRNAs poderem silenciar oncogenes é uma
vantagem em relagdo aos tratamentos quimioterapéuticos que destroem tanto células
cancerigenas quanto células sadias.

iii) contra parasitas: siRNAs sdo efetivos contra parasitas e podem ser
utilizados para validar alvos e silenciar genes de parasitas e outros patdgenos que se
beneficiam de células hospedeiras humanas.

iv) estudo da fungBio de genes em grande escala: injegdes de siRNAs

sintéticos e analises dos fenotipos possibilitam que experimentos sejam feitos em

. SERVIGO DE BiB
TESC-USP ™ R0 mcie
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grande escala em busca de um methor entendimento da fungio de genes envolvidos
com fenémenos biolégicos complexos que ocorrem dentro das células. Além disto,

permite decifrar o papel de genes que foram parcialmente seqiienciados.

1. 1.6 RNAi em Trypanosoma brucei

RNAI foi descoberto em 7. brucei, por acaso, em pesquisas realizadas por
grupos da Yale Medical School (EUA) e os primeiros dados foram reportados em
1997 (Ullu et al., 2004). Naquele momento, as implicaces das descobertas niio eram
completamente entendidas, mas no ano seguinte, tornou-se claro que 7. brucei (Ngb
et al., 1998), assim como o nemétodo C. elegans (Fire et al., 1998), possuia a
maquinaria enzimatica responsavel pela degradagdo especifica de um RNA
mensageiro disparada pela exposigcdo de um dsRNA homologo. Desde entio, RNAi
tem sido considerado o método de escolha para estudar a supressio da_ expressio
génica em 7. brucei ¢ varios grupos tém investido na producio de vetores
apropriados (Shi ef al., 2000, Wang ef al., 2000).

Existem dois tipos de vetores para expressio de dsRNA em T brucei. O
primeiro envolve a clonagem de um fragmento do gene de interesse entre dois
promotores ¢ terminadores T7 opostos. O segundo permite a expressio de uma
estrutura tipo grampo de cabelo (“hairpin”) do gene de interesse (Wang et al., 2000).
Ambos s3o usualmente utilizados para RNAi em 7. brucei, se integram nas regides
espagadoras de DNAr (DNA ribossémico) e possuem promotores fortes induzidos
por Tetraciclina (Tet) (figura 2). A integragdo do vetor numa regido nio transcrita do
genoma de . brucei resulta no estabelecimento de uma linhagem celular estavel e a
indug¢do por Tet leva a produgio de dupla fita de RNA (dsRNA) com concomitante

degradagio do RINA mensageiro alvo.
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Figura 2. Hustracies esquemsaticas dos vetores empregados para RNAi em T
brucei, na forma linearizada apés clivagem da regido espacadora de DNAr. A)
Vetor pJZM. Este vetor possibilita a expressdo de uma dupla fita de RNA (dsRNA),
pois a seqiéncia do gene alvo € clonada entre dois promotores T7 com orientagdes
opostas, substituindo a seqiiéncia do gene da tubulina a. B) Vetor “stem-loop”. Este
tipo de vetor possibilita a produgdo de uma dupla fita de RNA (dsRNA) através da
formacgio de uma al¢a. As dire¢es 5°-3° do gene alvo (“target gene”) estio indicadas
por setas horizontais. Promotor induzido por tetraciclina = sefa Procyclin; Operador
de tetracilina = Tet Op; Terminadores T7 = QQ; Promotores T7 induzidos por
tetraciclina = setas T7; DNA ribossomico = rDNA spacer; Sequiéncia de adigio poly
A actina= ACT polyA; Gene que confere resisténcia ao antibiotico fleomicina = BLE;
Sitio aceptor de splice = SAS; Sequiéncia de adi¢io poly A aldolase = ALD polyA4.
Figura extraida de Wang et al., 2000.

Um fato interessante € que membros da mesma familia que 7. brucei, como
T. cruzi e L. major, sio considerados RNAi negativos. Estratégias experimentais
similares as que revelaram RNAi em 7. brucei, evidenciaram que tanto L. major

quanto 7. cruzi sdo incapazes de utilizar dsSRNA para disparar a degradagdo do

RNAm, provavelmente por nio possuirem a maquinaria enzimatica responsavel pela



Capitulo [I: Validacdo genética da enzima ADSI, 37

resposta de RNAi (Robinson & Beverley, 2003; para revisio de RNAi em
protozoarios parasitas, ver Ullu et al., 2004). Assim, embora o enfoque do presente
trabalho seja a ADSL de L. major, os experimentos de RNAi foram realizados com o
gene adsl de T. brucei (adsl-Tb).

Considerando-se que para empreendimento de um programa efetivo de
desenho racional de farmacos, além da caracterizacio detalhada da via metabolica
que se deseja interromper, a validag@o dos seus alvos é imprescindivel, torna-se claro
o motivo pelo qual nos interessamos em adquirir conhecimentos sobre a técnica de
RNAi. O estagio realizado no laboratério do Prof. Dr. David Campbell (Department
of Microbiology, Immunology & Genetics, UCLA, Los Angeles, USA) nos
possibilitou investigar a participagio da enzima ADSL na via de purino-nucleotideos,
em relag@o 4 sua importancia para o crescimento do parasita, bem como introduzir a
utilizagdo de RNAi em nosso laboratério para validagdo de outros alvos que fazem

parte de diversos projetos.

2. MATERIAL E METODOS

Primeiramente o gene ads/ de 7. brucei foi clonado no vetor pGEM-T
(Promega). O vetor pGEM-T foi escolhido pelo fato de fornecer um sistema
conveniente para clonagem de produtos de PCR (“Polymerase Chain Reaction”).
Este plasmideo possui um nucleotideo desoxiribotimina (T) em ambas extremidades
3’. Isto aumenta significativamente a eficiéncia de liga¢io do produto de PCR
prevenindo a recircularizagio do plasmideo e fornecendo uma extremidade
compativel para ligagio do fragmento gerado por algumas DNA polimerases

termoresistentes usadas em reagbes de PCR, que adicionam uma desoxiriboadenina
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(A) nas extremidades 3’ dos fragmentos amplificados (Mamual do pGEM-T -
PROMEGA). De posse do clone recombinante, este foi levado para o laboratério da
UCLA para que o gene pudesse ser subclonado nos vetores apropriados para RNA1.
2.1 Amplificagio do gene adsl-Th e clonagem no vetor pGEM-T

A seqiiéncia do gene ads/-Th encontra-se depositada nos bancos de dados
http://www genedb.org  (Tb09.160.5560) e http://www.ncbi.nih.gov  (XM-
8220152015). Com base nesta seqiiéncia foram sintetizados oligonmicleotideos
especificos para as extremidades 5° (senso) e 3° (anti-senso) do gene. A fase aberta
de leitura (ORF) do gene adsi-7h foi amplificada por PCR, a partir do DNA
genémico de 7. brucei, utilizando a enzima “Platinum 7ag DNA Polymerase High
Fidelity” (Invitrogen) € os iniciadores TbADSL-1 {que possui uma segiiéncia
especifica de reconhecimento da enzima de restrigdo BamHY) e TbADSL-2 (que
possui uma seqiiéncia especifica de reconhecimento da enzima Xhol) (tabela 1).
Estes oligonucleotideos foram desenhados visando a subclonagem nos dois vetores
apropriados para RNAi em 7. brucei: pZIM e pGR (“stem loop™) e por este motivo
as segiiéncias de reconhecimento das endonucleases citadas acima foram
adicionadas. Entretanto, os resultados obtidos para o segundo vetor (pGR) ndo foram
satisfatorios. Desta maneira, demos continuidade somente com a construgdo no
pZIM. A reagio foi feita segundo condigBes descritas na tabela 2 e submetida a um
programa de PCR (tabela 3), no termociclador PTC-100 ™ Programable Thermal
Controller (MJ Research Inc.).
Tabela 1: Nome e seqiiéncia dos oligonucleotideos utilizados na reagdo de PCR para

amplificacdo do gene ads!/-Th. Seqiiéncias nucleotidicas reconhecidas pela Bam Hl e
Xho 1 estio sublinhadas.

" Oligonucleotideos

. Seqiiéncias dos oligos 5°-3°

i
!
g
i

i
TbADSL-1 (senso) _f ACTCGGATCCATGGAGAAGGG’ITCACCATCCGACTTAAAC
_TbADSL-2 (anti-senso)

CTACTCGAGTTTAGCACTGAAGCGAGGAACGTACCCTAC
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Tabela 2: Reagentes usados na reagdo de PCR realizada para amplificagdo do gene

adsl-1b.

“Mistura da reagio de amplificagdo

Volume (i) |~

Concentragdo final

S0

1X

7 dNTPs 10mM solugio cstoque (A, G, C, 1) |

OamMoada

MgSO, 50mM 2,0

7.0mM

02uM

. Otigodeoxinucleotideo anti-senso 100pmoli |

oM

" DNA moide_

" 100ng

__ Patinum Tag DNA polimerase GUM) [

L

oo

__ H0 milliQ autoclavada q.sp.

r %
f |
| é
| 1
1 Oligodeoxinucicotideo senso 100pmol/d 1 1,0
| i
[ |
] !
E I

F
[
%
]
|
5

Tabela 3: Protocolo do programa de PCR (com “Platinum 7aq DNA Polymerase

High Fidelity”).

. . ProgramadePCR
|

Nﬁlrlrlel_'_ordgciclos oI 25

T

68 | )

| T™C T 92 I - i o
|

__Tempo [ 2min | 30seg | 30seg | 90seg

Tomm | mAmo

O produto da amplificagdo foi analisado por eletroforese em gel de agarose

1% feito em tampdo TAE 1X (Tris-acetato 40mM ¢ EDTA ImM, pH 8,0) e a banda

de interesse foi purificada do ge! preparativo utilizando-se o “Perfectprep Gel

Cleanup Kit” (Eppendorf), conforme protocolo estabelecido pelo fabricante. O

fragmento purificado foi submetido a adi¢do de desoxiriboadenina (A), a 70°C por 30

minutos e ligado ao vetor de clonagem pGEM-T, conforme especificagdes do

fabricante (Promega). Células competentes de FEscherichia coli DHSa foram

transformadas por choque térmico (Sambrook & Russell, 2000), com o plasmideo

proveniente da ligagdo. Cerca de 100ul e 200 pl da cultura foram espalhados em

placas de Petri contendo meio de cultura LB (Luria Bertane) solido (1% de

bactotriptona, 0,5% de extrato de levedura, 1% de NaCl, pH 7,5 e 1,5% agar),

ampicilina (100ug/mt), IPTG (0,5mM) e X-Gal (80ug/ml). As placas de Petri foram
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incubadas a 37°C por 16 horas para o crescimento das colénias transformadas.
Colénias foram individualmente inoculadas em Sml de meio LB liquido (1% de
bactotriptona, 0,5% de extrato de levedura, 1% de NaCl, pH 7,5), com ampicilina a
100pg/ml. Estes indculos foram deixados a 37°C, sob 250rpm de agitago por 16
horas e preparagdes plasmidiais, por lise alcalina, dos clones recombinantes foram
realizadas de acordo com Sambrook & Russell (2000). A estraiégia adotada para a
verificagdo  destes clones envolveu a amplificagiio por PCR, utilizando
oligonucleotideos especificos do vetor e digestio com duas endonucleases de
restrigio (Nco I e Nde 1) que ndo clivam internamente o gene adsl-Th, mas clivam o
vetor pGEM-T (tabela 4). As rea¢des de digestdo foram deixadas a 37°C por 4 horas
e os produtos tanto de PCR quanto da digestdo foram analisados em gel de agarose.
Uma vez identificados os clones positivos, estes foram submetidos ao
seqiienciamento de DNA.

Para o seqiienciamento dos clones, com oligonucleotideos especificos ao
vetor ¢ ao gene, utilizou-se do “Kit BigDye-terminator” e do seqlienciador
automatico de DNA ABI377 (Perkin-Elmer). Os eletroferogramas resultantes foram
analisados por alinhamentos feitos pelo programa “SEQMAN"(Pacote DNASTAR
Lasergene Sequence Analysis Software). Estes alinhamentos possibilitam a obten¢do
de uma Unica seqiiéncia consenso do gene, que foi submetida i comparagdo com as
seqiiéncias nucleotidicas depositadas no banco de dados NCBI. Para tanto, utilizou-
se o programa “BLASTn” (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/), com o objetivo
de verificar a porcentagem de identidade entre a seqiiéncia consenso (SeqMan) e a
seqiéncia do gene presente no NCBI. Além disso, pdde-se checar se existiam

mutacdes introduzidas pela reagdo de PCR durante a amplificagdo do mesmo.
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_Tabela 4: Reagentes usados nas reagdes de digestdio com Nco I e Nde 1.

g . Mistura da reaciio de digestio [ ~ Volume {;1])

d! DNA plasmidial (pGEM-T/adsi-75) g 15 (137ng/pi)

1 __ Enzima Nco I (10U/ul) New England P 05

{  Enzima Nde I (20U/pl) New England 1 035

T " Tampio - NE buffer 4 (10X) New Engiand { 2,0

i HOgsp BN 00

2.2 Subclonagem do gene adsl-Th em vetor apropriado para RNAi: construcio
pZJM/adsl-Th

O plasmideo recombinante pGEM-T/adsi-Th e o plasmideo pZIM foram
clivados com as enzimas de restri¢do Hind 11l e Xho I, conforme especificado na
tabela 5. Estas endonucleases clivam o vetor pZJM liberando o gene da tubulina a,
que € substituido pelo gene de interesse (ver figura 2). Xho 1 ndo cliva o gene adsi-
75, enquanto Hind III o cliva em duas posigdes: 514 ¢ 1024 (destaque em vermelho

da figura 3).
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—
ATGGAGAAGGGTTCACCATCCGACTTAAACGGTGTGGATTATTCTGTGGATAATCCCCTCTTCSCTCT
CTCGCCACTGEACGGTAGATACARACGTCAAACGAAGGCGCTACGGGUCTTCTTTTCTGAGTATGGGT
TCTTTAGATACCGGGTGTTGGTGEAAGTTGAATACT TCACGGCGCTCTGTAAGGATGTGCCCACCATT
GTTCCATTACGAAGTGTGACTGATGAGCAGCTGCAGAAGCTGCGCAARATCACACTGGATTGCTTTTC
TGTTAGTAGTGCAGAGGAAATCAAGAGETTGGAGCGCGTAACCAACCATGATATCARAGCCGTGGAGT
ACTTTATCAAGGAACGTATGGATACTTGTGGACTTAGTCACGTCACTGAGTTTGIGCACTTCGGTTTG
ACATCACAGGACATAAACAATACGGCGATTCCAATGATGATTCGTGATGCTATTGTAACCTTGTACCT
CCCTGCACTCGATGGGATCATTGGCTCACTTACCTCARAGCTTGTTGATTGGGATGTACCGATGCTCG
CTCGCACGCATGGTCAACCCGCTTCGCCAACARACCTCGCGAAGGAGT TTGTGGET TTGGATAGAGCGG
CTACGCGAGCAACGECGACAACTGTGTGAAGTACCCACGACTGGARAATTTGGAGGTGCCACCGGARR
CTTCAACGCTCACCTAGTGGCATATCCATCAGTGAACTGGCGCGCCTTTGCTGATATGTTTCTGGCCA
ARTATCTCGGACTGARACGACAGCAAGCCACCACGCAAATTGAGAATTATGACCATTTGGCCGCGCTG
TGCGATGCATGCGCCCGTTTGCACGTTATTCTCATTGATATGTGCCGTEATGTATGGCAGTACATCTC
TATGGGATTCTTCAAGCAGAAGGTGAAGGAAGGAGAAGTGGGGAGCAGCACGATGCCCCATAAAGTGA
ATCCCATCGACTTTGAAMTGCTGAAGGAAACCTCGCGTTGAGCAACGCTCTGCTGAACTTCTTTGCA
TCAAAGCTTCCCATTTCGCGTCTGCAGCGTGATCTTACGGACAGCACAGTTTTACGGAACCTCGGTGT
TCCTATTGGTCATGCATGT GTTGCGTTTGCT TCAATTTCTCARGGACTGGAGAAGTTAATGATTTCAC
GGGAGACTATCAGTAGAGAGTTGTCATCCAACTGGGCAGTTGTAGCCGAGGGECATTCAAACAGTTCTG
CGTCGGGAGTGTTACCCARAGCCGTACGAAACCCTTAAARAGTTGACGCAAGGCAACACTGACGTAALC
AGAGGAACAGGTACGCAATTTCATCAATGGCCTCACCGATATATCAGACGATGTACGGGCCGARTTGC
TCGCAATAACTCCCTTCACCTACGTAGGGTACGTTCCTCGCT TCAGTGCTARATAA

Figura 3: Seq cia de nucleotideos do gene adsl-Tb. Oligo ThbADSL-1 (senso)
em azul; seqiéncia de reconhecimento da enzima de restrigio Hind HI em vermelho
e Oligo ThADSL-2 (anti-senso) em verde. As setas indicam se o iniciador é no
sentido “forward”( — ) ou “reverse” ( +— ).

Tabela 5: Reagentes usados nas reagdes de digestio dos vetores pGEM/ads/-Tb e

pZIM

mﬁ“mumm T e
e e T

B 7_ ) EnnmaHdeII(ZﬂUlpl) New England I 05 o
i o TQOU New Eigand | e g

" Tampio NE buffer 2 (10%) N England e
~ BSA (iomgin T
r ‘HOqsp i - 30,0 i

As reagdes de digestio da construgio pZIM/adsl-Tb foram deixadas a 37°C
por 4 horas e entio o volume total de cada reagdio (30ul) foi aplicado em gei de
agarose 1%. As bandas de interesse foram purificadas do gel preparativo utilizando-
se 0 “QIAquick Gel Extraction Kit” (Qiagen), conforme protocolo estabelecido pelo

fabricante.
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Os fragmentos ja purificados do gel, com tamanhos esperados referentes as
digestdes do vetor e do gene ads/-Th foram utilizados nas reagdes de ligagio (tabela
6), que foram incubadas a 16°C durante 16 horas. No total, quatro reagdes de ligagio
diferentes foram realizadas, variando-se a quantidade de inserto: 2ul, Spl, 10ul e sem

inserto (que serviu como reagio controle).

Tabela 6: Reagentes usados nas reages de ligagdo do fragmento do gene adsi-Th no
vetor pZIM.

b _ Misturadareaciodeligagho [ Volume@) |
1 Imsero | Varidvel-2210 (Gng/ip)
1 Vetor i 1 (10ng/pul)

[ Buzima 14 DNA ligase GOUJpD) (New England) [ 10
i _HOgsp. L2000

O volume total das misturas de ligagio (20,0ul) foi utilizado para
transformagdo de células competentes E. coli DH5a, através de choque térmico.
Prepara¢Ses plasmidiais, por lise alcalina, (Sambrook & Russell, 2000) foram
realizadas de vinte e uma coldnias da construgio pZIM/adsI-Th crescidas em meio
LB liquido, contendo ampicilina (100pg/ml). A estratégia adotada para checar se os
clones eram recombinantes envolven digestdo com as enzimas de restrigio Hind T e
Xho L.

OBS: Em todos os procedimentos de clonagem descritos neste capitulo,
aliquotas de cultura das colonias que continham plasmideos recombinantes positivos
{com insertos ligados) foram acrescidas de glicerol na propor¢iio 1:1 (glicerol 65%,

Tris-HC1 0,025M, pH 8,0 e MgSO, 0,1M) e estocadas a -80°C.
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2.3 Cultivo de células de Trypanosoma brucei da linhagem 29-13

Uma linhagem celular chamada 7. brucei 29-13 € portadora de um sistema
util de promotor tetraciclina/T7 e ¢ resistente aos antibioticos higromicina e G418.
Os genes para T7 RNA polimerase (T7RNP) e para a proteina repressora de
tetraciclina (TetR) foram inseridos neste organismo através dos plasmideos pLEW13
e pLEW29 (Wirtz et al, 1999). Em células 29-13, T7RNP e TetR sio
constitutivamente sintetizadas em um nivel basal, que nfo € prejudicial as células,
mas a quantidade de TetR ¢ suficiente para regular a regido operadora de tetraciclina
(Otet). Assim, células de 7. brucei 29-13 podem ser transfectadas com um terceiro
plasmideo contendo a seqiiéncia de interesse sob regulag@o do promotor T7 e Otet, e
a expressdo desta seqii€ncia pode ser modulada pela adigio de tetraciclina no meio
de cultura.

Antes de transfectar as células de T. brucei 29-13 é necessario clivar o
plasmideo com Not I, pois esta enzima cliva-o na regifio espacadora de DNAr. Desta
forma, o clone recombinante pZIM/adsi-Tb foi clivado com Not I, sendo o produto
purificado com “Qiaquick PCR Purification Kit” (Qiagen) e ressuspendido em 100ul
de agua.

Para o experimento de RNAi, formas promastigotas de 7. brucei 29-13 foram
crescidas em garrafas de cultura a 28°C, contendo 10ml de meio “Cunninghams”,
suplementado com 10% (v/v) de soro fetal bovino inativado, 50ug/ml de higromicina
e 15ug/ml de G418. Os reagentes para este meio de cultivo encontram-se na tabela 7.
O soro fetal bovino foi mativado através de aquecimento a 56°C por uma hora ¢ o

meio foi esterilizado em filtros de 0,22um.
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Tabela 7: Reagentes usados na preparagio de meio “Cunninghams”, para cultivo de
_células promastigotas de Trypanosoma brucei.

Paradlirosdemeio
E 8mg

i
DL-Alamina o 43g
L-Arginina | L7

L-ApangmalHO T ey

" L-Acido Aspartico | Tdomg

L CisteinaHC1 H,0 I 330mg

L~ Acido Glutamico R

L-Glitamina i T 6,56g

 Glycina A 480mg

-Hlsndma

“domg

DL-Isoleucma e S60mg

1-Lisina 600mg

[
[
!
|
E
j
|
} ... LCystina 120mg
!
i
‘e
|
E
{
E

| L-Fenilalanina i 800mg

L-Prolina 77,68

_DL-Serina 4 o 800mg

~L-Tirosina T Boomg

DL-Valia . ... 8340mg

NaiPO, O 1 gy
MgCl, 6 ;O 12,16g

MegSQ.7THO 4 148g

Kl Gnidro) g
CaCh2H0 4 600mg

D-Frutose i lL.6g

Swerose ... l6g

) a-Cetoglutarato 1.48¢

fumadeo oG 20mg

Succinico S M0mg

_ c13-Acomtato(3 mMFmal) ' B _ 20883

Na-Piruvato (I mM Final) | 40mi (esioque 100 mM) _

Vitamina BME (estoque lOOX) 8ml

_Pen-Swep(estoquel00x) |  40ml

" Phenol Red (estoque 0.5%) _ . eml
 HOmiliQgsp. ] 4htros

j
E
;
E
%
|
;
E
%
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E
|
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i
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;
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A contagem de células foi efetuada com o auxilio de uma cimara de
Neubauer. Para cada contagem, 100ul de cultura foram misturados com 900ul de
solugdo fixadora (0,5% formaldeido em 1x PBS), resultando numa diluigdo 1:10.
Desta diluigdo, 10pl foram pipetados na area especifica da cimara, que foi coberta
com uma laminula. As células fixadas de quatro quadrantes de 1mm foram contadas;
o namero obtido foi dividido por quatro, multiplicado pelo fator da diluigio (no
nosso caso foi 10} e multiplicado por 10* (que leva em conta o volume da area de
contagem de células). O resultado obtido é expresso como n° x10° células/ml

(cels/ml).

2.4 Transfecgiio de células de Trypanosoma brucei da linhagem 29-13

O conteudo total de uma cultura saudivel e em fase de crescimento
logaritmico (log) ~4-5x10° cels/ml foi centrifugado a 2000rpm por 5 minutos. O
precipitado de células foi ressuspendido para 5x107 celsml em Solugdo para
Eletroporagdo (SE), constituida de 75% de tampdo A (tabela 8) e 25% de tampédo B
(tabela 9). Um volume de 450ul de células em SE foi adicionado a uma cubeta de
eletroporagdo de 0,4cm (BioRad), contendo os 100ul de DNA (total de 20ug) ja
digerido com Not I e purificado. O contetido total de 550ul foi eletroporado num
aparelho BioRad Gene Pulser, da seguinte maneira: 2 pulsos de 1500V, 25 microF,
esperando-se 10 segundos entre os pulsos (a constante de tempo deve ser entre 0,5 e
0,7 mseg). O mesmo procedimento foi realizado para eletroporar as células
ressupendidas em 100pl de agua (controle). As amostras foram transferidas para
garrafas contendo Sml de meio Cunninghams com higromicina e G418, como

descrito acima, que foram colocadas na estufa a 28°C.
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Tabela 8: Reagentes usados na preparagdo do tampéo A da solugio de eletroporagio
 utilizada para transfeccio de células de 7. brucei.

| ., FAra S00ml detamplio A - sol. Estoque

f KCI 1 4,47mg

% . KoHPO, (anidro) | s 98/mg

| . HEPES 29mg

E _OSMEDTApH80 JZImd
; 1M MgCl; g 2,5mi

E . H0milliQgsp. ] 500ml

% Ajustar o pH para 7,6 com KOH (antes de complctar o volumé final) s flirar

Tabela 9: Reagentes usados na preparagfio do tampdo B da solugdo de eletroporagio
utilizada para transfeccdo de células de 7. brucei.

(. ol P3raS00mide tampio B-sol Estoque
| L OSMEPOPHTA® T T ml e

i 1M MgCh; | 0,5ml

N . H20milliQgsp. i 500ml

¥ Ajustar o pH para 7,4 com 0,5M K,HPO, (anes o completar o voimme fnab) 5 fitmar
** Note que 0,5M K, PO, é feito por titulagio de 0,5M KH;PO, com KOH, on com 0,5M K:HPO,

Apos 24 horas de crescimento das célulag que sofreram eletroporagio,
fleomicina foi adicionada as garrafas numa concentragdo final de 2,5ug/ml, para
selegdo de transfectantes estiveis, uma vez que o plasmideo pZJM confere
resisténcia a este antibiotico de selecio. E esperado que as células da cultura controle
morram apos esta etapa, pois elas foram transfectadas apenas com agua e, portanto,
ndo devem ser resistentes a fleomicina. No mesmo dia que se adicionou o antibiodtico,
uma dilui¢do seriada foi realizada para obtengdo de um tnico clone positivo, ou seja,
que contenha o plasmideo pZIM/ads!-Tb integrado ao seu genoma. Para esta dilui¢io
foram usadas placas de 96 pogos, como descrito abaixo:

- pipetou-se 160ul de meio (contendo higromicina, G418 e fleomicina) na
coluna 2;

- pipetou-se 100p] de meio nas colunas de 3 a 12;
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- contou-se as células e diluir para 5x10* cels/mi;

- pipetou-se 200ul das células (5x10* cels/ml) na coluna 1;

- transferiu-se 40ul de células da coluna 1 para a coluna 2 e pipetar gentilmente
para homogeneizagio;

- transferiu-se 100! de células da coluna 2 para a coluna 3 e homogeneizar;

- transferiu-se 100ul de células da coluna 3 para a coluna 4 e homogeneizar;

- repetiu-se 0 mesmo procedimento até a coluna 12;

- removeu-se 100ul da coluna 12;

- incubou-se a placa de 96 pogos na estufa a 28°C para monitorar o crescimento
das culturas (cada pogo);

Este método resulta numa diluigdo seriada como mostrado na tabela 10, E
esperado que em todos 0s pogos da coluna 1 haja crescimento, ao contraric da coluna
12. Foram feitas monitoragdes diarias por visualizagio ao MiCroscopio ¢ apos um
periodo de 8-10 dias foram escolhidas seis culturas que continham uma densidade
apropriada de células (pogos: 4F, 5A, 6C, 7G, 9F ¢ 10A). Assim, o volume de 100pl
dos pogos escolhidos foram transferidos para 900ul (final = 1ml) de meio contendo
os antibidticos (higromicina, G418 e fleomicina) nas concentragtes adequadas numa
placa de 24 pogos, que foi incubada a 28°C. O mesmo tipo de acompanhamento foi
efetuado para a placa de 24 pogos e apenas uma cultura (proveniente do pogo 7G)
continuou apresentando crescimento satisfatério e, portanto, as células foram
transferidas para garrafas contendo Smi de meio. Este passo pode demorar semanas,
até que se estabilize 2 cultura.

Tabela 10: Tabela representativa da diluicio seriada de células de T brucei 29-13

apos 24 hs da transfecgio.

| Coluna |1 { 2 3 4 56 708 [ 9 {10 {11 |12
{ vol Gap [ 160 "|7100 | 100 {100 {100 [ i00 [ 100 { 1007| 100 | id0 100 [ 60"
[Feels | 8000 {1000 [500 [ 95 125 {60 [0 [ 1508 [ 4 [ 2 1 i
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OBS: Nesta etapa, aliquotas da cultura estavel pZIM/adsl-Th foram
acrescidas de glicerol na proporgo 1:1 (glicerol 20%, citrato trisédico. 3 H,O e

0,04M glicose) e estocadas a -80°C.

2.5 Inducio de RNAi da construcio pZIM/adsl-Th

Com a dilui¢do seriada foi possivel a obtengio de uma cultura estavel. Assim,
células desta mesma cultura original foram cultivadas em duas garrafas distintas,
contendo o meio apropriado (higromicina, G418 e fleomicina). Monitoragdes diarias
do crescimento e alguns repiques de ambas culturas foram realizados com o intuito
de se obter células saudaveis e na fase de crescimento logaritmico. Uma vez atingida
esta fase (~4-5x10° células/ml), uma das garrafas foi identificada como + Tet, na
qual foi adicionada tetraciclina numa concentracdo final de 3ug/ml, induzindo assim,
o processo de RNAi. A outra garrafa foi identificada como nio induzida (nfo foi
adicionada Tet) e serviu como controle.

Ap6s indugio de RNAI, as células de ambas culturas (+Tet e -Tet) foram
contadas duas vezes ao dia para monitoragdo e comparagio do crescimento. As
culturas foram acompanhadas por aproximadamente 5 dias (contagens foram
efetuadas até 135 horas apos a indugio).

Neste estudo, se o alvo a ser validado por RNAi for essencial para o
organismo 1. brucei, espera-se que com a degradagio do RNA mensageiro (no caso
do gene adsl-Th) as células induzidas apresentem um crescimento diferenciado das

células ndo induzidas,
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2.6 Anilise da induciio de RNAi por contagem de células e RT-PCR (“Reverse
Transcriptase Polimerase Chain Reaction”)

A andlise dos resultados apds indugio de RNAI baseia-se nio somente no
monitoramento da cultura induzida e da nfio induzida através de contagem das
células e curva de crescimento, como também em metodologias de “Northern blot” e
RT-PCR, que permitem checar se de fato ocorreu degradagiio do RNA mensageiro
(RNAm) alvo ou "Western blot” que possibilita analisar diretamente a auséncia ou
presenga da proteina em estudo.

Como na epoca das analises da indugio de RNAI dispinhamos do anticorpo
anti-ADSL-Lm produzido em camundongo, tentativas de ”Western blot” (Sambrook
& Russell, 2000) foram conduzidas, uma vez que as proteinas ADSL-Lm ¢ ADSL-
Tb compartilham 67% de identidade. Entretanto, ndo obtivemos bons resultados.

Desta forma, empregamos RT-PCR baseando-se no protocolo descrito por
Thiemann ef al. (1994), com algumas modificagBes. Este método ¢ sensivel para
detecgio e quantificagio de RNAm e consiste da sintese de cDNA a partir de RNA,
pela transcrigdo reversa seguida de amplificagio do cDNA especifico por PCR,

Para extragio de RNA, o mesmo procedimento de indugio de RNAi ja
descrito no item anterior foi efetuado, mas em um volume maior de meio (50mi).
Amostras de ambas garrafas (+Tet ¢ - Tet) apds 24, 48, 74, 100 e 258 horas da
indugdo foram recolhidas. A extragio de RNA destas amostras foi realizada
utilizando-se Trizol (Invitrogen), conforme instrugdes do fabricante.

Primeiramente, tentamos buscar o RNA mensageiro alvo da linhagem
selvagem de . brucei 29-13, através de RT-PCR, com o intuito de obtermos um
controle e também para a padronizagdo da reagdo de RT-PCR, que foi posteriormente

aplicada para as amostras induzidas e nio induzidas.
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Para a reagio de RT-PCR que visava amplificar a regido S'UTR do gene adsi-
Tb, partindo do RNA toial de 7. brucei 29-13, foram empregados os
oligonucleotideos RT-TbADSL, que é anti-senso ao gene adsl-Th e o SL, que é
especifico 4 porgdo do “Spliced Leader” do RNA de L. rarentolae (tabela 11). A
reagdo foi realizada utilizando-se “OneStep RT-PCR Kit” (Qiagen), segundo
condigBes descritas na tabela 12 e submetidas a um programa de RT-PCR (tabela 13)
utilizado pelo termociclador PTC-100 ™ Programable Thermal Controller (MJ
Research Inc.). Como controle da reagio de RT-PCR o método foi empregado para o
gene da proteina GAPDH, a qual é constitutivamente expressa pelo 7. brucei. As
seqiiéncias dos oligonucleotideos especificos a seqiiéncia da GAPDH encontram-se

na tabela 14.

Tabela 11: Nome ¢ seqiiéncia dos oligonucleotideos utilizados no RT-PCR para
~amplifica¢do regido 5S'UTR do gene adsl-Tb.

j ___ Oligonucleotideos ;[ ~ Seqiiéncias dos ohgos 53 - __!
f RT-TbADSL | TCGCCGTATIGTTTATGTCCTGTGATGTCA |
JSLoo 1 AACTA.A_QGCTAT%TAAG?QTQAGWCTGTAWAHQ_._..£

Tabela 12: Reagentes usados nas reagdes de RT-PCR para amplificacio das regides

 S'UTR dos genes adsl-T5 ¢ gapdh.

[ Misturada reagio de RT-PCR T Volume @ | an.c_t_:l_l_;ra;io.i_'i_r_l__:_tl_ j
i Tampéo RT-PCR [5x] 100 Ix ’
| o ANTPSIOMMA.GCT) 730 [ 04mMcada

|  Ofigonucleatideos 100pmotil | 03cads | IiMaads

[ . RNAmolde " I -
E Enzima MIX (Reverse Transcnptase+ Hot Star Taq DNA } 20 |

SO .. ..., R T
| Solugdo Q [5x] T i [ 100 : Ix .
i, Rnase out (40U/ul) 1.0 4 T
] y

H
HZO milliQ autoclavada q.s. p | 50,0

{
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Tabela 13: Protocolo do programa de RT-PCR utilizado pelo termociclador PTC-
100" ™ Programable Thermal Controller

) Pro_grama de RT-PCR

Numero de
ciclos

x| In J 1x JE 35x Ix

T°C J §4j'“"50"""|§"”'95 1 '94'"‘33'” 50 | | 3 j 4
i

i Tempo ©f i | 30min | 15min 15scg | 30seg | 45seg 1 10min | infinito

Tabela 14: Seqiiéncia dos oligonucleotideos especificos a GAPDH (controle)

f Ohgodeomuclentldeos ) P o ‘Seqiiéncias dos oligos 5°-3° é
| ToGAPDH 206-236ForRNAi i CCTCGGGAATGAGA‘I'I‘GATGTCG’ITGCTGT o
[ ToGAPDH 426450RevRNAL ([ CACATACTCCACACCAAGC‘I’ITCCC o

Através do segitenciamento de DNA, foi possivel identificar a banda de
interesse referente a regidgo S"UTR do gene adsi-Th na linhagem selvagem 29-13.
Uma vez confirmado o fragmento desejado, aplicamos esta técnica para comparar a
auséncia ou presenca do RNA mensageiro alvo entre amostras induzidas (+Tet) e ndo
induzidas (-Tet).

Um protocolo de RT-PCR idéntico ao usado para a linhagem selvagem foi
empregado para todas as amostras: 24 horas ndo induzida (NI) e induzida (I); 438
horas NI e I; 74 horas NI e I; 100 horas NI e L. O contetido de RNA molde utilizado
nas reagdes foi padronizado e os resultados foram analisados por eletroforese em gel

de agarose 2%.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Amplificacfio do gene adsl-Tb ¢ clonagem no vetor pGEM-T
A fase aberta de leitura (ORF) do gene adsl-Th foi amplificada através de

. PCR, utilizando-se a enzima “Platinum Tag DNA Polymerase High Fidelity” (figura
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4). O tamanho esperado do fragmento de DNA, como produto da amplificagio, foi

de 1416pb.

Figura 4. Amplificaciio da fase aberta de leitura (ORF) do gene de interesse
(adsl-TH).Gel de agarose 1% TAE 1X mostrando o resultado da eletroforese do
produto da reagio de PCR. Coluna 1: padriio de peso molecular (pb=pares de bases).
Coluna 2: presenca de fragmento com 1416pb, referente 4 amplificaglio do gene adsi-
Th (seta a).

Células competentes de Escherichia coli DHS5o. foram eficientemente
transformadas com o produto da ligagdo (gene adsl + pGEM-T) e clones

recombinantes positivos foram obtidos (figura 5).

1 234 56 7

Figura 5. Identificaciio de clones recombinantes positives. Géis de agarose 1%.
(A) Coluna 1: padrio de peso molecular, em pb (pares de bases). Colunas 2-7: PCRs
de seis coldnias selecionadas, usando oligos do vetor, as bandas na altura de 1650pb
mostram que todos os clones s&o recombinantes (pGEM-T + ads/-75). (B) Coluna 1:
padrio de peso molecular, em pb (pares de bases). Colunas 2-7: reagdes de digestio
com as enzimas (Nco I e Nde I), mostrando que os fragmentos liberados do vetor
apresentam o tamanho esperado referente ao gene adsi-Th (1416pb, seta a) Os
resultados de PCR e digestdo s3o concordantes.
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3.2 Subclonagem do gene adsl-Th em vetor apropriado para RNAi: construciio
pZIM/adsl-Th

O plasmideo recombinante pGEM-T/adsl-Tb ¢ o vetor pZIM foram clivados
com as enzimas de restrigio Hind Il e Xho 1. Estas endonucleases clivam o pZJM
liberando o gene da tubulina a, que é substituido pelo gene de interesse (figura 2).
Xho L oo cliva o gene ads! de 7. brucei, enquanto Hind 111 o cliva em duas posigdes:
514 e 1024 (figura 3). Desta forma, o fragmento referente 4 porgio do ads/-T? a ser
subclonada no pZJM consistiu de 392pb (1416-1024), como pode ser observado na
figura 6. Embora ndo tenha sido possivel obter o gene completo, uma seqiiéncia de

392pb ¢ suficiente para gerar uma resposta de RNAi.

3.0kb
1.5kb
1.0kb
0,5kb

Figura 6: Subclonagem do fragmento referente A porgio do adsli-Th no pZJM.
Gel de agarose 1%. Coluna 1: padrio de peso molecular. Coluna 2: digestdo do
plasmideo recombinante pGEM-T/adsl-Th, com as enzimas Hind Tl e Xho 1. A
banda de 392pb, indicada pela seta a, é correspondente ao fragmento do gene adsl-7h
que substituira o fragmento da tubulina- a no vetor pZIM.Coluna 3 digestdo do
plasmideo recombinante pGEM-T/ads!-Th, com as enzimas Bam HI e Xho I.Coluna
4: digestdo do vetor pZJM, com as enzimas Hind 111 e Xho 1 (seta b). Coluna 5:
digestio do plasmideo pGR (“stem loop”) com as enzimas Bam Hl e Xho I..

A banda de 392pb referente & porgio C-terminal do gene adsl-Th (seta a na
figura 6) e a banda correspondente ao vetor pZIM digerido (seta b na figura 6) foram

purificadas do gel e utilizadas em reagdes de ligagio. Células competentes de E. coli

DH5a foram transformadas com os produtos destas reagdes. As placas provenientes
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das ligagdes contendo 1pl, Sul e 10p! de inserto (item 2.2), como esperado,
apresentaram am niimero maior de coldnias do que a placa controle (sem inserto),
mostrando uma boa eficiéncia de ligagio e transformagdo. Das 21 coldnias
selecionadas aleatoriamente, para checarmos a presenca de clones recombinantes
(pZJM + fragmento do gene adsl-Tb), 15 mostraram-se positivas (na figura 7 estido
ilustrados trés recombinantes). Apenas um destes clones foi escolhido para

continuidade dos experimentos.

1234

Figura 7: Recombinantes pZJM + fragmento do gene adsl-Th. Gei de agarose
1%. Coluna 1: padrio de peso molecular. Colunas 2-4- digestio de 3 clones da
construcio pZJM/adsl-Th, com as enzimas Hind TIf e Xho 1. A liberagdo de um
fragmento proximo a 400pb (seta @) evidencia que os 3 clones s3o recombinantes.

3.3 Transfecciio de células de Trypanosoma brucei da linhagem 29-13

Células de T. brucei da linhagem 29-13 foram eficientemente transfectadas
com a construgio pZIM/adsl-Th. Através da selegio com o antibiético fleomicina
(resisténcia conferida pelo vetor PZIM) e do método de diluigio seriada, foi possivel

a obtengdio de uma populagio clonal que foi cultivada para a indugio de RNAI.
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3.4 Indugido de RNAI da construgiio pZIM/adsl-Th

O crescimento da cultura de transfectantes contendo o plasmideo pZJM/ads!-
76 foi monitorado diariamente. Uma vez atingida a fase log (~4-5x10° célulag/ml),
esta cultura foi dividida em duas: uma das garrafas foi identificada como +Tet ¢ 2
outra foi identificada como -Tet (serviu como controle). A indugiio de RNAi foi
realizada, adicionando-se tetraciclina numa concentrarfio final de 3pg/ml na garrafa

+Tet.

3.5 Andilise da induciio de RNAI por contagem de células ¢ RT-PCR

O crescimento das células tanto da cultura induzida, quanto da ndo induzida
foi monitorado, através de contagem do niimero de células duas vezes ao dia. O
acompanhamento foi feito por aproximadamente 5 dias e esta anélise evidenciou que
as culturas apresentaram um crescimento diferenciado. Ap6s S0 horas de indugio, as
células da amostra induzida pararam de crescer, como pode ser visualizado no
grafico que expressa as curvas de crescimento (figura 8). Este resultado é de extrema
importéncia, pois € um indicio de que o gene adsl-Th ¢ essencial a sobrevivéncia do
parasita 7. brucei e, portanto, a enzima ADSL pode ser considerada um bom alvo
para desenho racional de firmacos contras as doengas causadas por parasitas

tripanosomatideos.
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Curva de Crescimento - RNAi

e Cuttura incuzida {+Tef)
—n— Cultira ndo induzida

240" células/mi
)

Horas

Figura 8: Curvas de crescimento. Grifico que expressa as curvas de crescimento
das amostras induzida (+Tet) e ndo induzida (-Tet), até 135 horas de cultivo. Notar
que apos 50hs de indugdo a cultura induzida cessa seu crescimento. Os pontos no
grafico representam oS repiques das culturas, sendo que tetraciclina numa
concentragdo final de [3pg/ml] foi adicionada ao meio da cultura induzida em todos
0S8 repiques.

Embora a interrupcdo de crescimento das células da cultura induzida seja um
grande indicio de que o gene adsl-Th & essencial a0 organismo, é necessdrio
confirmarmos se este fato ¢ decorrente da degradagio do RNA mensageiro €
conseqiientemente da auséncia da proteina ADSL-Tb. Assim, experimentos de RT-

PCR também foram empregados para analise do RNA MENSageiro.

3.5. 1 Padronizacdo da reacdo de RT-PCR utilizando-se a linhagem selvagem

de T. brucei 29-13

O produto da reagio de RT-PCR que visava amplificar a regiio 5’ ndo

traduzida (UTR) do gene adsl-Tb foi reamplificado por PCR, resultando em trés
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fragmentos: ~350pb, 500pb e 600pb (coluna 1 da figura 9). Estes fragmentos foram

purificados do gel e inseridos no vetor de clonagem pGEM-T.

Figura 9. Eletroforese dos produtos das reacdes de PCR que usaram como
molde 5,0l das reacdes de RT-PCR. Gel de agarose 2% TAE 1X mostrando
5"UTR do gene adsl-T5 (coluna 1). Coluna 3: padrdo de peso molecular (50pb).
Células competentes de E. coli DH50. foram transformadas com os
produtos das ligagBes e preparagdes plasmidiais de algumas coldnias selecionadas
foram submetidas 4s reacdes de seqilenciamento de DNA. Através do
seqienciamento foi possivel confirmar que a banda de 600pb é a referente ao
fragmento da regido 5’UTR do gene (dados ndo mostrados).
Uma vez identificada a banda de 600pb como o fragmento desejado, pudemos

aplicar esta técnica para buscar 0 RNA mensageiro alvo nas amostras induzidas e nio

induzidas.
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3.5.2 Aplicagdo da reacdo de RT-PCR para as amostras de culturas de T.

brucei 29-13 pZJM/adsl-Tb induzidas e ndo induzidas

O protocolo de RT-PCR ja otimizado para a linhagem selvagem foi
empregado de forma idéntica para todas as amostras: 24 horas ndo induzida (NI) e
induzida (I); 48 horas NI e I; 74 horas NI e I; 100 horas NI e I; 258 horas NI e 1. A
quantidade de RNA molde utilizada em cada reacgdo foi padronizada para 500ng, a
fim de anular qualquer interferéncia nos resultados provenientes da diferenca de
molde utilizado, uma vez que devemos comparar a presenga ou auséncia da banda
desejada entre as amostras n3o induzidas e induzidas. Através da analise dos
produtos das reagdes de RT-PCR em gel de agarose 2%, foi possivel verificar que a
partir de 48 horas de indugio ji ocorre uma diminuigio do RNA mensageiro alvo,
indicando sua degrada¢io decorrente do mecanismo de RNAi (comparar as
intensidades das bandas das amostras 48 horas NI e I, nas colunas 5 ¢ 6 da figura 10).
Entretanto, a diferenca ¢ marcante nas amostras 741 e 1001 (colunas 8 e 10 da figura
10, identificadas com circulos brancos).

Um dado interessante foi que ap6és 100 horas de induglio paramos de
adicionar tetraciclina a0 meio e quando observamos os resultados de RT-PCR das
amostras 258NI e 258 horas proveniente da cultura induzida, porém sem Tet (colunas
11 e 12 da figura 10), percebemos que o RNA mensageiro alvo voltou a ser
disponivel dentro da célula. Entretanto, contagens do numero de células ndo
indicaram uma recuperagdo no crescimento da cultura induzida quando comparada a
nio induzida. Um acompanhamento minucioso do crescimento da cultura induzida, a
partir de um determinado momento onde ndo se adiciona mais Tet ao meio, nos
permitiria estender a aplicagio da técnica de RNAIi para investigar as conseqtiéncias

oriundas da deficiéncia da ADSL. Em humanos, as caracteristicas severas de retardo
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mental e psicomotor associadas ao autismo tém sido atribuidas aos niveis elevados
de derivados desfosforilados dos substratos (SAICAR e ADS), em casos de
deficiéncia desta enzima (Jaecken & van den Berghe, 1984). Da mesma forma,
poderiamos pensar que a auséncia da ADSL para T. brucei iniba seu crescimento,
provavelmente nio por causar sua morte devido a falta de AMP (produto), uma vez
que este pode ser produzido por outra enzima da via (APRT), mas sim por algum

efeito metabolico derivado do acimulo do substrato ADS dentro da célula.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1112

—— adsl-Thb

Figura 10: Resultado das reacdes de RT-PCR nas diferentes amostras induzidas
e nio induzidas para o gene adsl-Tb. Gel de agarose 2% TAE 1X evidenciando a
auséncia de banda referente a0 RNA mensageiro do gene ads/-Td nas amostras de 74
e 100 horas apos indugiio de RNAI pela adigiio de tetraciclina 20 meio de cultura.
Entretanto, na auséncia de Tet, o RNA volta a ser sintetizado, decorrente da
interrupgio do mecanismo de RNAL o que pode ser observado quando comparamos
as amostras 258NI e 258 proveniente da cultura induzida, porém na auséncia de Tet.
Coluna 1: Padréio de peso molecular (50pb). Coluna 2: Produto da reacdio de RT-
PCR, usando RNA das células controle 7. brucei 29-13. Coluna 3: 24 horas NI
Coluna 4: 24 horas I. Coluna 5: 48 horas NI. Coluna 6: 48 horas I. Coluna 7: 74
horas NI. Coluna 8: 74 horas I. Coluna 9: 100 horas NL Coluna 10: 100 horas L
Coluna 11: 258 horas NI Coluna 12: 258 horas da cultura I, porém sem Tet. Os
circulos brancos estdo indicando auséncia da banda referente ao fragmento
correspondente a0 RNA mensageiro alvo do gene adsi-75.
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Estes experimentos de RT-PCR foram também empregados para o gene da
GAPDH de 7. brucei que serviu como controle das reagdes. Em todas as amostras
(de 24 a 100 horas) tanto nas induzidas, como nas ndo induzidas foi possivel
observar a mesma intensidade para as bandas de aproximadamente 200pb, que é o
tamanho esperado do fragmento amplificado (figura 11). Estes resultados
comprovam que as bandas fracas obtidas, principalmente para 741 ¢ 100L do RT-
PCR do gene adsl-Tb, n3o eram resultantes de algum problema das amostras de RNA
e sim da verdadeira degradagiio do RNA mensageiro alvo, decorrente do mecanismo

de RNA..

Figura 11: Resultado do RT-PCR nas diferentes amostras induzidas ¢ nio
induzidas para o gene da GAPDH. Gel de agarose 2% TAE 1X evidenciando a
mesma intensidade das bandas referentes ao fragmento da GAPDH (~200pb,
indicado pelas setas brancas). A) Coluna 1: Padriio de peso molecular (1Kb). Coluna
2: Produto da reagio de RT-PCR, usando RNA das células controle 7. brucei 29-13.
Coluna 3. Produto da reagio de RT-PCR, usando RNA das células 24 horas NI.
Coluna 4: Produto da reagio de RT-PCR, usando RNA das células 24 horas L
Coluna 5: Produto da reagio de RT-PCR, usando RNA das células 48 horas NI
Coluna 6: Produto da reagio de RT-PCR, usando RNA das células 48 horas I
Coluna 7: Padriio de peso molecular (50bp). B) Coluna 1: Padrio de peso molecular
(1KDb). Coluna 2: Produto da reagiio de RT-PCR, usando RNA das células 74 horas
NI Coluna 3: Produto da reagio de RT-PCR, usando RNA das células 74 horas 1.
Coluna 4: Produto da reagio de RT-PCR, usando RNA das células 100 horas NI.
Coluna 5: Produto da reacio de RT-PCR, usando RNA das células 100 horas 1.
Coluna 6: Padriio de peso molecular (50bp).
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De posse destes resultados podemos concluir que a interrupgiio do
crescimento da cultura de 7. brucei contendo a construgio pZIM/adsi-Th apds
indugdo do mecanismo de RNAI estd relacionada com a degradagio do RNA
mensageiro alvo especifico ao gene da adsl-7h, e conseqiientemente 4 auséncia da
enzima ADSL. Estes dados confirmam que ADSL pode ser considerada um alvo
promissor para o desenvolvimento racional de farmacos ao tratamento de infecgdes
causadas por protozoarios tripanosomatideos e justifica o interesse em seu estudo.
Embora 7. brucei tenha sido utilizado para investiga¢io do papel da ADSL para o
crescimento destes organismos parasitas, uma frente de pesquisa do nosso grupo
envolve analises de diversas proteinas do metabolismo de purinas de Leishmania.
Desta forma, os proximos capitulos descrevero nossas contribuicdes para a

caracterizagdo da ADSL de L. major.
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CLONAGEM E  CARACTERIZACAO

MOLECULAR DO GENE adsl-Lm
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1. INTRODUCAO SOBRE AS METODOLOGIAS UTILIZADAS

1.1 Clonagem do gene adsl-Lm em vetor de expressio

O sistema de expressdo escolhido para clonagem do gene adsi-Lm foi o “pCR
T7 TOPO TA Cloning” (Invitrogen), que possibilita a inser¢fo direta de produtos de
PCR purtficados no plasmideo de expressdo pCR T7/NT-TOPO (figura 1). Os DNAs
clonados neste vetor, quando expressos, produzem uma proteina recombinante que
possui uma seqiiéncia de seis histidinas “His-tag” no N- terminal com a finalidade de
facilitar a purificagdo da proteina recombinante. A expressio do gene clonado ¢
regulada pelo promotor reconhecido pela enzima T7 RNA polimerase. Para a
express@o do gene de interesse € necessario que a célula produza T7 RNA
polimerase, 0 que ocorre na presenga do indutor Isopropil B-D-tiogalactopiranosideo
(IPTG). Uma vez produzida esta enzima, ela se liga ao promotor T7 ¢ transcreve o

gene de interesse (Manual pCR T7 TOPO TA Cloning - INVITROGEN),
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T7 promoter priming site
17 prometer

1 GATCTCGATC CCOCGRAATT ARTACGACTC ACTATAGGGA GACCACAACG GTTICCTICT

His et
RBY Ndel r——M
T ] —
§1 AGARATAATT TTGTTTAACT TTAAGRAGGA GATATRCAT ATG 68 GOT TCT CAT CAT

o Met Arg Gly Ser Hisz His
His epitope e

Polyhistidine trHis) region

—
Nhacl

; t
118 CAT CAT CAT CAT GGT ATC GCT AGC ATC ACT GOT GGA CAG CRA ATG GGT
His Hiz His His Gly Met Ala Ser Met Thr Gly Gly Gln Gln Mer Gly

Xpress™ eprtope BamH |
T 1
166 CG3 GAT CTG TAC GAC GAT GAC GAT AAGIGAT CCA ACC GGG
OTA GGT TGG OO
Brg Asp Leu Ty lhsp— Agp Asp Asp Lys&sp Pro Thr Leu
EK recogntion s FK cleavage site

Feel § Rwrll-}l Himd 1N -
f 1
311 GAATTCGAAG CTTGATCCEG CTGCTARCAA AGCCCGAARG GARAGCTGAGT TGGCTGCTGC

T7 reverse pring site

4
371 CARCCGOTGAS CARTABACTAG CATAACCCCT

Figura 1: Esquema ilustrativo do vetor pCR T7/NT-TOPO. A seqiléncia de
histidinas estd sublinhada em vermelho e a de reconhecimento da enzima
enteroquinase (EKMax) em azul, cujo sitio de clivagem esta apontado por uma seta.
O circulo verde mostra a regidio onde ¢ inserido o fragmento de PCR. Fonte: manual
do usuario - Invitrogen.

1.2 Caracterizacio molecular do gene adsi-Lm

1.2.1 Experimenios_de eletroforese em campo pulsado “Pulsed Field Gel

Electrophoresis” (PFGE) e “Southern blot”

A manipulagdo e analises de¢ DNA sdo fundamentais na area da biologia
molecular. A técnica de separagio por eletroforese de misturas complexas de

fragmentos de DNA com diversos tamanhos foi bem estabelecida no inicio de 1970.
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Em 1984, a eletroforese em campo pulsado (“Pulse Field Gel Eletrophoresis” ou
PFGE) foi descrita (Schwartz & Cantor, 1984), introduzindo uma nova maneira de
separar DNA de alto peso molecular, como cromossomos inteiros. DNAs de 30 a 50
kb apresentam a mesma mobilidade independentemente do tamanho. Isto pode ser
visto no gel como uma Gnica banda grande e difusa. No entanto, durante a PFGE, o
DNA ¢ forgado a mudar de diregdio (devido as reorientagdes do campo elétrico
relativo ao gel), e assim, fragmentos com diferentes tamanhos dentro de uma banda
difusa comegam a se separar. Desta forma, ao invés de analisar fragmentos pequenos
de DNA, provenientes de digestdes com endonucleases de restrigio, PFGE permite o
estudo de pedagos muito grandes de um genoma. Uma das aplicag¢des desta técnica é
a determinagdo do nimero e tamanho dos cromossomos (“caridtipo eletroforético™)
de leveduras, fungos e parasitas como Leishmania, Plasmodium e Trypanosoma. Ja a
localizagdo de sequéncias particulares dentro de um genoma é acompanhada pela
tecnica de “Southern blot” (Southern, 1975). O DNA gendmico ¢ digerido com uma
ou mais enzimas de restri¢io e os fragmentos resultantes sdo separados de acordo
com o tamanho, por eletroforese em gel de agarose. O DNA ¢ entdo desnaturado e
transferido do gel para um suporte solido, geralmente um filtro de nitrocelulose, ou
uma membrana de nylon. As posi¢des relativas dos fragmentos de DNA sio
preservadas durante esta transferéncia. O DNA fixo ae suporte ¢ entio hibridizado
com uma sonda de DNA e a auto-radiografia ¢ usada para localizar as posi¢des das
bandas complementares a sonda.

Com o objetivo de caracterizar molecularmente o gene adsi-Lm em relagio a
sua localiza¢do cromossomica e ac numero de copias do gene presente no organismo
do parasita L. mgjor, as metodologias de PFGE e analise com enzimas de restrigio,

seguidos de “Southern blot” foram empregadas. Vale ressaltar que na época em que
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realizamos estes experimentos, o projeto Genoma de Leishmania (WHO/TDR) ainda

ndo havia sido finalizado.

1.2.2 Caracterizacdo das regides 5’ e 3’ néo traduzidas (UTRs) do gene adsl-

Lm através de RT-PCR

Entender os mecanismos basicos de crescimento, diferenciagio e resposta
celular aos estimulos ambientais, ou seja, compreender a organizagio espacial e
temporal dos eventos moleculares vem sendo um desafio para a biologia molecular.
Na verdade, embora muitos dos elementos regulatorios situem-se em regides ndo
codificadoras do genoma, os dados disponiveis de seqiiéncias nucleotidicas sdo
referentes, na sua grande maioria, ds seqiiéncias expressas correspondentes as
porgdes génicas codificadoras de proteinas. Dentre as porgSes ndo codificadoras, as
regides 5’ e 3” ndo traduzidas dos RNAs mensageiros eucariéticos (S'UTR e 3'UTR —
UnTranslated Region) tém se mostrado interessantes por conter elementos de
regulagdo da expressio génica. As principais fungdes que tém sido atribuidas a estas
regides sio: #) controle da localizagfo celular do RNAm; ii} controle da estabilidade
do RNAm e iii) controle da eficiéncia de tradugdo do RNAm (Pesole et al., 2002).

Visando a caracterizagcdo das regides 5S'UTR e 3'UTR do gene adsi-Lm,
adotamos a estratégia da técnica de RT-PCR, que consiste da sintese de cDNA a
partir de RNA, pela transcrigio reversa seguida de amplificacio do cDNA especifico

por PCR.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1 Amplificacio do gene adsl-Lm e clonagem no vetor de expressio PCR
T7/TOPO

Embora o genoma completo de Leishmania ainda nfo estivesse disponivel, a
seqiéncia do gene adsl-Im ja se encontrava depositada nos bancos de dados
http://www.genedb.org (Lm F04.0460) e http://www.ncbi.nih.gov (AL389894).
Assim, baseando-se nesta sequiéncia, foram construidos oligonucleotideos especificos
para as extremidades 5° (senso) e 3’ (anti-senso) do gene. A fase aberta de leitura
(ORF) do gene adsl-Lm foi amplificada por PCR, a partir do DNA gendmico de L.
major Friedlin, utilizando a enzima “Platinum 7ag DNA Polymerase High Fidelity”
(Invitrogen) e os iniciadores ADSL1 e ADSL2 {tabela 1). A reacdo foi feita segundo
condi¢bes ja descritas noh capitulo II (tabelas 2 e 3), com excegdo de que a

temperatura de anelamento foi de 55 °C.

Tabela 1: Nome e seqiéncia dos oligonucleotideos utilizados no PCR para
amplificacdo do gene adst-Lm.

[~ Otigonucieotiders [ Scqéncimsdosolgess¥
P ADSL1 ] ATGTCACTGCCTTCGGCACAAGAAG
| _Absiz ~ TCAGGGACGCGCCGTGTAGC

O produto da reagio de amplificagio foi analisado por eletroforese em gel de
agarose 1% feito em tampdo TAE 1X e a banda de interesse foi purificada do gel
utilizando-se o “kit Concert’™ Rapid Gel Extraction System” {Invitrogen), conforme
protocolo estabelecido pelo fabricante.

O fragmento purificado do gel, referente ao gene adsi-Lm, foi submetido 2

adicdo de desoxiriboadenina (A), a 70°C por 30 minutos, ligado ao vetor pCR
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T7/NT-TOPO e células competentes de E. coli TOP 10F (Invitrogen) foram
transformadas com o plasmideo proveniente da ligagdo, conforme protocolo
estabelecido pelo fabricante. Cerca de 100ul e 200 pl de cada cultura foram
espalhados em placas de Petri contendo meio de cultura LB soélido e o antibidtico de
selegdo adequado para o vetor (ampicilina numa concentragao final de 100pg/ml). As
placas de Petri foram incubadas a 37°C por 16 horas para o crescimento das colonias
transformadas.

Colénias isoladas foram inoculadas em 5ml de meio LB liquido, contendo
ampicilina (100pg/ml). Estes inoculos foram deixados a 37°C, sob 250rpm de
agitagio por 16 horas e preparagdes plasmidiais, por lise alcalina, foram feitas
segundo Sambrook & Russell (2000). A estratégia adotada para a verificagdo da
orientagio correta ou incorreta em relagdo ao promotor T7, de cada construgdo
recombinante, envolveu a amplificagio por PCR, com a enzima “fag DNA
Polymerase, Recombinant — Invitrogen” (seguindo protocolo das tabelas 2 e 3) e
combinando-se oligonucleotideos especificos do vetor ¢ do gene inserido. Uma vez
identificados os clones positivos, estes foram submetidos ao seqiienciamento de
DNA (como ja descrito no capitulo anterior) para verificar a fase de leitura. Devido
ao fato do gene adsi-Lm possuir 1440pb, ndo foi possivel seqiéncia-lo por completo
a partir de oligonucleotideos que hibridizam no vetor, entdo mais 2 oligonucleotideos

(ADSL3 e ADSL4) internos a seqiiéncia do gene foram sintetizados (tabela 4).
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Tabela 2: Reagentes usados nas reagdes de PCR realizadas com “Taq DNA
Polymerase, Recombinant™

1" Miistura da reagho de amplificagho | Volume ) | Concentrago final
4 ~ Tampdo PCR [10X]} sem Mg (Invitrogen) | 5,0 i X
T Solugao estoque de ANTPs 10mM (A, G, C, T) | 1o . 0)mMcada
b MgCl, S0mM_ T s ooy LSmM
7 Ohgonucleondeo senso 100pmol/ul __“ { 0 1 2pM

{7 Ofigonucleotideo anti-senso IOOpmoUul T T TaM j
| DNA moide i i 100ng

1o ~ Taq DNA Polimerase (SU/pl) o T 1sU
i H,0 milliQ autoclavada q.5.p. | 50,0 !

Tabela 3. Protocolo do programa de PCR para amplificagdes com “Tag DNA
Polymerase, Recombinant” =

| Programa de PCR ;
[ Numerodeciclos | Ix | 2% LI %
T e [ [ e [ iom b L4
i _Tempo [ “3min | 30scg | 30seg | 2min | 10min | infinito X

Tabela 4: Nome e segiiéncia dos oligonucleotideos utilizados no sequenciamento do
gene adsl-Lm, além dos oligos ADSL1 e ADSL2.

g Ohgonucleoudeos f - Sequencnas dos ohgos 5’-3’ — :
| ADSL3 | “CACTTTGGOCTAACGTCGCAG 1
T ADSLE I “CTCCGCCACGACAGCCCAATTG |

2.2 Caracterizacio molecular do gene adsl-Lm

2.2.1 Experimentos de

“pPulse Field Gel Electrophoresis”

(PFGE) e

“Southern blot”

Esta etapa foi realizada em colaboragdo com o grupo e sob supervisdo da

Profa. Dra. Angela K. Cruz (Departamento de Biologia Celular e Molecular ¢

Bioagentes Patogénicos —

FMRP-USP).

Formas promastigotas de L. major Friedlin foram crescidas a 26°C, em meio

de cultura M199 (Gibeo), como descrito por Kapler ef al. (1990). Quando a cultura

atingiu uma densidade de 0.6-1.0x107 células/ml, seu conteudo foi centrifugado a

2.000g por 10 minutos para preparagio do DNA genomico. Blocos de agarose
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contendo DNA gendmico de L. major Friedlin foram preparados de acordo com
Beverley (1988) e Coburn ef al. (1991).

Para PFGE, os cromossomos foram separados por eletroforese em gel de
agarose 1% feito em TBE 0,5X (45 mM Tris-borato, 2 mM Na; EDTA, pH 8,0},
usando o sistema Bio-Rad CHEF-DR II {Chu et al., 1986). As condi¢Bes usadas para
eletroforese foram: 50-120 segundos de tempo de pulso, com uma rampa linear de
4,5 V/ecm por 48 horas a 14°C. Os procedimentos de transferéncia para membrana
(“Southern blotting”), hibrnidizagdo e lavagens foram conduzidos como descrito por
Cruz & Beverley (1990).

Blocos de agarose contendo, cada um, aproximadamente 1,0ug de DNA
gendmico de L. major Friedlin foram submetidos a digestio com as seguintes
endonucleases de restrigdo: Bam HI, Hind 111, Dra 1 ¢ FEco RL. O DNA digerido foi
separado por eletroforese em gel de agarose 1% feito em TAE 1X (40 mM Tris-
acetato, 1 mM Na, EDTA, pH 7.6). A corrida foi realizada a 60V, durante 6 horas.
Os procedimentos de transferéncia para membrana {(“Southern blotting™),
hibridizagio e lavagens foram realizados de acordo com Sambrook & Russell (2000).
A sonda utilizada nestes experimentos foi o produto da amplificagiio do gene adsi-
Lm por PCR, o qual foi marcado através de “Random Priming” (Feinberg &

Vogelstein, 1983).

2.2.2 Caracterizacdo das regifes 5’ e 3’ nio traduzidas (UTRs) do gene adsi-

Lm através de RT-PCR

Para a caracterizagic do RNAm do gene ads/-Lm, foram realizados
experimentos de RT-PCR como descrito por Thiemann et al. (1994), com algumas

modificagGes. A estratégia adotada para a realizagdo das reacdes de RT-PCR e a
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sequiéncia dos oligonucleotideos utilizados encontram-se na figura 2 e na tabela 5,

respectivamente.

1 4 5

Figura 2: Estratégia adotada para a realizagiio das reacdes de RT-PCR. As setas
indicam os oligonucleotideos utilizados nas reagdes, cujas seqiiéncias encontram-se
na tabela 20.

Tabela 5. Nome e seqiiéncia dos oligonucleotideos utilizados nas reacdes de RT-
PCR para caracterizagdo das regiGes 5’¢ 3’'UTRs do gene ads/-Lm. _
IS T T AACTAACGCTATATAAGTATCAGTTT [CTGTACTITATIG |
SUIR [ 3LADSLSUTR | GAGGGGGTIGTCTTOACIGATE
| 3-ADSLSUTR2 |  GCTIGTAGCGACCATCGAGA ~ 777 77
CALADSLIUTRE T T GeARCGCOCATEITAGIGAG |
L 5-ADSLIUTR | T CGGTGCACCGCTICATCCAG
YUIR TR 1w | NAAGCGATCGAGACATGTAGCAGTTITITTITTTIITIT: |
6~3m1ddg N=C,ouA ouG

Para extraco do RNAm, células de L. major Friedlin foram crescidas em
garrafas de cultura contento 10 ml de meio M199 1X (Gibco), 2 26°C. Os reagentes
para este meio de cultivo est3o listados na tabela 6.

O RNAm foi extraido, partindo-se de 1x10’ células, utilizando-se “Oligotex
Direct mRNA Kit” (Qiagen), de acordo com as instrucdes do fabricante. A resina
“Oligotex” consiste de particulas com oligonucleotideos dC10T30 ligados em sua
superficie, 0 que permite a purificagio de RNA poli-A diretamente de culturas

celulares.
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Para a rea¢do de RT-PCR que visava amplificar a regido S'UTR do gene adsi-
Lm, partindo do RNA de L. major, foram empregados os oligonucleotideos
ADSL5UTR2 (anti-senso ao inicio do gene) e SL (especifico a porgio do “Spliced
Leader” do RNA de L. tarentolae). A reagio foi realizada utilizando-se “OneStep
RT-PCR Kit” (Qiagen), segundo as mesmas condigBes ja descritas no capitulo II
(tabelas 12 e 13).

Ja para a reagdio de RT-PCR que visava amplificar a regido 3'"UTR do gene
adsl-Lm, foram empregados os oligonucleotideos ADSL3'UTR 2 (que hibridiza ao
fim do gene adsl), 3°UTR1 (que se hibridiza 4 cauda poli-A) e 3°UTR2 (que possuti
22 nucleotideos compartilhados ao 3’UTR1). A reagdo foi realizada utilizando-se o
“OneStep RT-PCR Kit” (Qiagen), de acordo com as condigdes descritas na tabela 13
do capitulo II e submetidas a um programa de RT-PCR (tabela 7), no termociclador
PTC-100 ™ Programable Thermal Controller (MI Research Inc.).

Tabela 6: Reagentes usados na prepara¢io de meio M199 1x (Gibco) usado para
cultivo de células de Leishmania,

1 M199 1x para uso

o L. M995x .. . 100m

i Soro fetal bovmo T somi

| “Hepes 1 OM (PH 7.5 P 20m!

i _ Biotna 0% _  —— oami

I . Hemina@2be T[T
4 PemmlmalStreptomlcma e 25ml -
8! H20 milliQ autoclavada L 318,5ml"

B Volumefinal [ 500m

Tabela 7 Protocolo do programa de RT PCR-3 UTR

e E — : T ;
ciclos : L :

o Ix 6 1Ix 1x 1x | 35x o 1x b

B T T 557272 TR
Tempo _ i _1.0min ] 30min | L lhoraE me _15scg ] 305eg _lmin I 10min | infinito |

- SERVICO DE BIBLIOTEC
TESC-USP oo e e
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Aliquotas de 5-ul das rea¢des de RT-PCR 5°UTR e 3’UTR foram utilizadas
como moide para outras duas reagSes de PCR, empregando-se os pares de
oligonucleotideos SL - ADSLS’UTR e ADSL3"UTR - 3’UTRI, respectivamente. As
reagOes foram feitas segundo condigdes ja descritas acima (tabela 3).

Os produtos destas reagdes de PCR foram submetidos & eletroforese em gel
de agarose 1%, purificados utilizando-se o “Kit” “Concest DNA extraction”
(Invitrogen) e ligados ao vetor de clonagem pGEM-T (Promega), conforme
especificacdes do fabricante. Células competentes de FE. coli DH50. foram
transformadas, por choque térmico (Sambrook & Russell, 2000), com os plasmideos
provenientes das ligagdes. As colfnias cresceram em placas contendo ampicilina
(100pg/ml), IPTG (0,5mM) e X-Gal (80ug/ml). Cinco colonias de cada regido (5" e
3’UTR) foram selecionadas e fervidas em 10ul de H,Q, por 10 minutos. Dois
microlitros de cada coldnia fervida foram utilizados como molde em rea¢des de PCR,
empregando-se oligonucleotideos especificos ao vetor para confirmar se os clones
continham o inserto de interesse. Preparacdes plasmidiais, por lise alcalina
(Sambrook & Russell, 2000), dos clones recombinantes foram realizadas e
submetidas ao seqienciamento de DNA. Os eletroferogramas resultantes foram
analisados por alinhamentos feitos pelo programa “SEQMAN”. A segiiéncia
consenso obtida foi submetida & comparagfio com as seqiiéncias depositadas no
banco de dados  NCBI, através do programa  “BLASTn”

(http://www.ncbi.nim.nih. gov/BLAST/).
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Amplificacio do gene adsl-Lm ¢ clonagem no vetor de expressio PCR
T7/TOPO
A fase aberta de leitura (ORF) do gene adsi-Lm foi amplificada através de

PCR (figura 3).

Figura 3: Amplificacdo da fase aberta de leitura (ORF) do gene de interesse
(adsl-Lm). Gel de agarose 1% TAE 1X mostrando resultado da eletroforese do
produto da reagdo de PCR. Coluna 1: padréio de peso molecular, em pb (pares de
bases). Coluna 2: presenga de fragmento com 1440pb, referente & amplificagdo do
gene adsl-Lm.

O fragmento purificado do gel, referente ao tamanho esperado do gene ads/-
Lm (1440 pares de bases) foi inserido no vetor de expressdo pCR T7/NT-TOPO.

Células competentes de Escherickia coli TOP 10F foram eficientemente
transformadas com o produto da ligagio (gene adsi-Lm + pCR T7/TOPO-NT). Doze
coldnias foram selecionadas, aleatoriamente, para checar quais delas possuiam o
gene clonado na orientagio desejada. Esta anélise possibilitou a identificagdo de

clones recombinantes (que possuem o inserto na onientagdo correta). Um destes

clones foi escolhido e submetido & preparagdo plasmidial para posterior
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transformacio de cepas de E. coli BL21(DE3)pLysS, e expressio heterdloga da
enzima ADSL-Limn.

Adicionalmente, submeteu-se o clone selecionade ao segiienciamento de
DNA para verificar se o gene tinha sido clonado em fase (quadro de leitura correto),
se nio continha mutagdes e, consegilentemente, se a proteina expressa possuia a
sequéncia de aminoacidos prevista. Utilizando os quatro oligonucleotideos descritos
no item 2.1 foi possivel realizar o seqiienciamento completo do gene adsi-Lm e obter
uma unica seqiiéncia consenso (figura 4), que foi submetida a comparagio com as
seqiiéncias nucleotidicas depositadas no banco de dados NCBIL Esta anilise
demonstrou que a seqiiéncia do gene adsl-Lm, clonada no presente trabalho, estava
em fase e possui 100% de identidade com a depositada (figura 5). Portanto, nenhuma

mutagio foi introduzida pela reagio de PCR durante sua amplificacio.

2.?0 5?0 ??B 10?0 lZl..’v&'l 15'09 1'."‘50
= :

Conzig 1 I
10iMP13:T7-NT :BONIQUE (11>531) ey
OLIMONIQUE HP13 T7{62-522) —————}y
adsl 1 seqg fitasimples.txt{l>1616) ¥
20iNGNIMIE NP 13 ADSL-1{18>670} } »

0ZiNCNIGUE NP3 ADSL-1(45>684) b

17i¥013 ADSLL (48>694) t >
sequenciamentolPl3_adsl3(24>596) } ]
sequencismentoMPl3 ads14(3f>583) i e e 4
0BiMP13;pRSET-NT; BONIQUE { 1>500) L ety |

L 4

Figura 4. Esquema representativo do alinhamento miltiplo, realizado pelo
programa SeqMan, dos eletroferogramas resultantes dos seqiienciamentos do
gene adsl-Lm. “Contig 1” ¢ referente 3 seqiiéncia consenso, as setas continuas sdo
referentes aos seqiienciamentos na diregiio 5°-3’e as setas pontilhadas aos na diregdo
3’-5.
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gi|1502708 TemblA1 389894 4L MFLCHR4A Leishmania major Friedlin chromosome 4, lefi end Length =
225394, Score = 2853, bits (1440), Expect = 0.0, Identities = 1440/1440 (100%), Strand = Phus /
Minus.

—
Query: 19 atgtcactgoottoggoacaagaagoggoggogecatetgigaccacgacggeacacaaq 78

(R ERRRER R AN AR R R R R R R R R R AR R R R R R AR R R R RN N E R
Sbjct: 181349 atgtcactgocttcoggeacaagaageggeggegecatctgtgaccacgacggeacacaag 181290

. ——
Query: 79 goccotgeggagatcagteaagacaacecoctcetactegetctetectetecgatggtege 138

AR R AR AR RReRARRAnREnnn R RN R R R R RN R R PR A R R AR R AR
Sbjct: 181289 gecocctgoggagatcagtceaagacaacecectctactegetetetectetegatggtege 181230

o
Query: 139 tacaagegtgacacggeogegotgogegeetactitctocgaatacgegttattcaagtat 198
anaens R EANE R R R SRR R RS N R AR N R R R R AR R R R R R R R
Sbict: 181229 tacaagcgtgacacggccogogetgegegectactictecgaatacgegttattcaagtat 181170

Query: 199 cgegtgeaggtggaggtgetgtacttecaagegetgtgcaaggaggtgecggtgateacg 258
RN RN R N N N R N R NN R R N RN R R RN RN R
shijct: 181169 cqcgtgcaggiggaggtgetgtacttecaagegetgtgeaaggaggtgoeggtgatcacg 181110

Query: 259 cagcttegeggegteacagatgegeagetggagaagetgegggeaaccacctteogagaac 318
AR R R A R AR R R A N R RS A RN R R RN R
Sbict: 181109 cagcttegeggegteacagatgogoagetggagaagekgegggoaaccaccethcgagaac 181050

Query: 319 ttcacagtggacgatgcooggatgataaaggacatitgaggeggtcacgaaccacgatate 378
IR R RN R R R R R A R R AR R R R R DR R R RS
Sbjct: 181049 ttcacaghtggacgatgceccggatgataaaggacattgaggeggtcacgaaccacgatate 180990

Query: 379 aaggcagtggaqgtactacctgaaggacaagatgtetgectgeggectegaggecegaaaag 438
R RN RN N AR R SR R R AR RN AR SRR AR R R ERRES
Sbict: 180989 aaggcagtggagtactacctgaaggacaagatgtotgectgeggectegaggecgaaaag 180930

Cuery: 439 gagttcat lgacatcaacaacacctogattcogatgete 498
RN AR RN NN AR R R R R R R R R R R AR RN R R R R R R R RN R
Sbjct: 180929 gagttcatccactttgggctaacgtegeaggacatcaacaacacetegattcegatgete 180870

Query: 499 ctgegegacgetetgeaccaccactacateccaacgetggatcagotgategegeaccte 558
[EEREEEEEREE RN RN R A R RN RN AR AR RN R R AR SR RER RN Y
Sbijct: 180869 ctgcgegacgototgcocaccaccactacateocaacgotygatcagetgategogoaccte 180810

Query: 559 aagagcaagctgeotgagtgggatgtecogatgoetggeecggacgecacggecaaceggeg 618
RN N N RN R R R AR AR R AR AR AR A RS RN RN R !
Sbjct: 180809 aagagcaageotgectgagtgggatgtccegatgetggecoggacgeacggecaaceggeg 180750

Query: 619 ageccgacgaacttggegaaggaattecatggtgtggat tgageggectggaagageagegg 678
RSN R R AR R RN R RN R R R RN R R R R R R R RN RN
Sbijct: 180749 agcccgacgaacttggegaaggaattcatggtgtggattgageggetggaagageageqgyg 180690

Query: €79 acgatgotgctgageatcoccaracacaggceaagt teggeggegetacoggoaacttcaac 738
RN R AR R R AR R RN R A R R AR R RN AR RN RN NE DR
Sbjct: 180689 acgatgctgctgagcatoccaaacacaggceaagttecggeggogetaceggoaactticaas 180630

Query: 739 gegeacctetgtgegtacootggegtaaactggotggagttitggggagotecttectgage 798
RN R R R NN RN R R N R AR AR R R AR RN R R N R
Sbjct: 180629 gegeacctetgtgogtacectggogtaaactqgetggagtttggggagetetiectgage 180570

Query: 799 aagtaccttggecttegoogecagegetacacaactcagategageactacgacaaccte 858
SRR NN NN RN R R R RN SRR N R R R RN RN R R R AN R R RN B
Sbict: 180569 aagtaccttggecttegecgcocagoegetacacaactcagategagcactacgacaacetie 180510

Query: 859 gcogecatotgegatgogtgegegaggctgeacacaat cttgatggacctggecaaggac 9148
EREREREEER R R AR RN AR A R R AR R RN R RN A RN A N RRE R R RS R
Sobjct: 180509 geocogccatetgegatgegtgogegeggetgeacacaatettgatggacetggecaaggac 180450

Query: 919 dtgtggeagtacattteactoggeotactttgateagaaggtgaaggogggegaagteygge 978
IRERERRR RN R AR R R RN R R A R R R RN RN AR AR A RR AR AR RN RRRRNE:
Sbict: 180449 gtgtggcagtacatttcacteggetactttqatcagaaggtgaaggegggcegaagtegge 180330

Query: 978 agcagcgegatgecegeataaggtgaaceegategacttegagaacgetgagggeaacctg 1038
IEEEREEN R AR R R R R R R R R R RN RN R R AR AR R AR R AR R AR RAREARE S
Shijct: 180389 agcagcgcegatgocgeataaggtgaaccegategacttogagaacgctgagggcaacetg 180330
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Query: 1039 ggeatgageaacgecgtoctoggttttetticagegaagttgoccatecteecogtetgrag 1098
R R A R R R RN R NN AR A R AR A R R R AN R RN
Sbjet: 180329 ggcatgagcaacgecgtecteggttttcotttcagegaagitgeccatetccogtctgoay 180270

Query: 1099 cgeqacclcacagacageacggtgetgegcaaccteggeghtecgettagecacgeeete 1158
RN N R R N R RN R AR R E R R AR R AR AU RN RS
Sbject: 180269 cgcgacctcacagacagcacggtgetgegeaacaeteggegttecgetitagecacgeecocte 180210

Query: 1159 ategegtttgectoectgeaacgeggeatoeggeaagetoccttctcaacaaggacgtcate 1218
R R RN A R R R A RN R R RN R AN R FR R AR’
Sbijct: 180209 ategegtttgectecctgeoaacgecggeatoggeaagetectticteaacaaggacgtecate 180150
——
Query: 1219 gccgcgqacctagagg_ggcatccagaccgtgctgcgc 1278
RN R NN AN AR R R AR A RN AN NS AR E R RN
Skjct: 18014% goegeggacctagagggcaattgggetgtegiggeggagggeatccagacegtgetgege 180090

Query: 1279 cqggagggctaccegaagoegtacgaggegetcaaggacctgacgegeggcaacgaegeat 1338
RN AN R RN A RN AR R RN R R A R R RN
Sbjet: 180089 cgggagggctacceogaagecgtacgaggegetcaaggacctgacgegeggeaacgegeat 180030

Query: 1339 gttacggaggagacggtgcacegettcatccageagetegagggcatcacagaggaggtyg 1398
(RRERRRRARRERERunnnnnnnnnnnnnnn RN E R AN RN R
Sbject: 180029 gttacggaggagacggtgcaccgcttcatecaqeagetegagggeatcacagaggaggtyg 179970
‘—
Query: 1399  cggeaggagetgetegecattacgeeettcacgtacgtgdEGGG— 1 <5:
NN AR AR AR R R R R AR AR R R R AR R E |
Sbjct: 179968 cggcaggagctgectogocattacgoccttcacgtacgtgggetacacggegegicectga 179916

Figura 5. Alinhamento da seqiiéncia do gene adsl-Lm depositada no NCBI ¢ da
experimental. Tlustragio do alinhamento mostrando 100% de identidade entre a
seqiiéncia de nucleotideos do gene ads/-Lm obtida experimentalmente, e a depositada
no banco de dados NCBI, indicando, portanto, a auséncia de mutagio que pudesse
ser introduzida pela reacio de PCR durante a amplificagio do gene. Os
oligonucleotideos ADSLi, ADSL2, ADSL3 e ADSL4 estio destacados,
respectivamente, nas cores amarelo, verde, azul claro ¢ rosa. Os oligonucleotideos
ADSLS’UTR, ADSL5’UTR2, ADSL3’UTR2, ADSL3'UTR, 3’UTRI ¢ 3'UTR2
estio sublinhados de vermelho, lilas, laranja e azul, respectivamente. As setas
indicam se o iniciador ¢ no sentido “forward”(— ) ou “reverse” (+— ).

3.2 Caracterizacio molecular do gene adsl-Lm.

3.2.1 Experimentos de eletroforese em campo pulsado (PFGE) e “Southern
blot”

Segundo as informacdes contidas no banco de dados NCBI, provenientes do
projeto Genoma de Leishmania (WHO/TDR), o gene adsl-Lm situa-se no
cromossomo 4. Os experimentos de PFGE, realizados com diferentes linhagens de
Leishmania, corroboraram estes dados, pois evidenciaram que este gene estd
localizado em um fragmento de aproximadamente 460Kb, consistente com o

tamanho do cromossomo 4 do complemento cariotipico de L. major Friedlin (figura
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6A). A distingio dos cromossomos que co-migraram foi possivel devido a
variabilidade de tamanhos cromossdmicos entre as linhagens de Leishmania
utilizadas como referéncias, as quais sdo estabelecidas com base em grupos
sint€nicos (Wincker ef al., 1996). Desta forma, a tocalizagio cromossdmica do gene
adsl-Lm foi efetuada, comparando-se os resultados obtidos com os caridtipos
estabelecidos por Wincker ez al., (1996).

Os experimentos de “Southern blot”, provenientes das digestdes do DNA
gendmico de L. major, revelaram que as enzimas BamH I, Hind HI e Dra 1, as quais
nfo clivam dentro da seqiiéncia do gene ads/, geraram um tnico fragmento de DNA
homoélogo & sonda (seqiiéncia nucleotidica completa do gene). Ja a enzima EcoR I,
que apresenta um sitio de clivagem interno a fase aberta de leitura do ads/, resultou
no padriio esperado de duas bandas hibridizadas. Estes resultados indicam que adsi-

Lm é um gene de cOpia simples (figura 6B).
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Figura 6: Experimentos de PFGE e “Sonthern Biot” para caracterizagio
molecular do gene adsi-Lm. A) Anilise de “Southern blot” de PFGE de
cromossomos intactos de diferentes linhagens de Leishmania. Coluna 1: L. infantum
LEM1317. Coluna 2: L. infantum LEM1163. Coluna 3: L. major LEM1958. Coluna
4: L. major LV39. Coluna 5: L. major Friedlin. Marcadores de DNA sdo
concatimeros do fago lambda, em Kb. C-zona de compressio. O sinal mais forte na
coluna 5 (indicado pela seta @) mostra que o gene adsl-Lm localiza-se num fragmento
de aproximadamente 460Kb, que € consistente com o tamanho do cromossomo 4.
B) Anilise de “Southern blot” proveniente da digestio do DNA gendmico de L.
major Friedlin, com diferentes enzimas de restri¢io. Coluna 1: BamHl. Coluna 2:
HindIIL Coluna 3: Dral. Estas enzimas nfio clivam dentro da seqiiéncia do gene adsi,
¢ portanto, geram um Gnico fragmento de DNA hibridizado com a sonda. A enzima
EcoRI (coluna 4), que cliva uma vez dentro do gene, gerou um padriio de duas
bandas hibridizadas. Estes experimentos demonstraram que adsl-Lm ¢ um gene de
copia simples.

3.2.2 Caracterizacdo das regides 5’ e 3" UIRs do gene adsl-Im

As reagdes de RT-PCR que visavam amplificar as regides 5° e 3’ ndo
traduzidas (UTRs) do gene adsi-Lm resultaram na amplificagio de um fragmento de
aproximadamente 200pb, para 5’UTR, e de um fragmento de aproximadamente
700pb para 3"UTR (figura 7). Estes fragmentos foram reamplificados por reagbes de
PCR, como descrito no Material ¢ Métodos e entdo purificados do gel, para ligacdo

no vetor de clonagem pGEM-T.
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F'UIR
R S'UTR

Figura 7. RT-PCR para amplificacio das regides 5’UTR ¢ 3’UTR do gene adsl-
Lm. A) Gel de agarose 1% TAE 1X mostrando eletroforese do produto da reagio de
RT-PCR 5'UTR {coluna 2). Coluna 2: padrio de peso molecular, em pares de bases.
B) Gel de agarose 1% TAE 1X mostrando o fragmentos equivalentes a 3’UTR, com
aproximadamente 700pb (coluna 2). Coluna 1: padrio de peso molecular, em pares
de bases.

Células competentes de E. coli DH5o foram transformadas com os produtos
das duas ligagOes (fragmento purificado referente a S’UTR + pGEM-T e fragmento
purificado referente a 3’'UTR + pGEM-T). Col6nias foram submetidas as reacSes de
PCR para confirmar se eram recombinantes &€ mostraram possuir os insertos (figura

8). Assim, o DNA plasmidial destes clones foi extraido e utilizado em reagdes de

seqilenciamento de DNA.
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Figura 8: Confirmacéo de clones recombinantes 5’ ¢ 3’UTRs no vetor pGEM-T.
Géis de agarose 1% TAE1X mostrando eletroforese dos produtos das reagdes de
PCR, que foram realizadas para verificar a presenca de clones recombinantes nas
construcdes 5"UTR/pGEM-T (A) e 3’UTR/pGEM-T (B). Em A) coluna 1: padrio de
peso molecular, em pares de bases; colunas 3 a 6: fragmentos de aproximadamente
350pb, referentes ao tamanho das regides 5’UTR (200pb) + “polylinker” do vetor
(144pb), indicando clones recombinantes (seta a). Em B) coluna 1: padrdo de peso
molecular, em pares de bases; colunas 2 3 e 4: fragmentos de aproximadamente
850pb, referentes ao tamanho das regides 3"UTR (~700pb) + “polylinker” do vetor
(144pb), indicando clones recombinantes (seta b).

Os alinhamentos miiltiplos dos eletroferogramas provenientes dos
seqiienciamentos dos plasmideos recombinantes pGEM-T + 5°UTR e pGEM-T +
3’UTR, nos forneceram uma seqiiéncia consenso da regifio “upstream” do gene adsl-
Lm, possuidora de 79 nucleotideos (incluindo o “Spliced Leader” de 39pb) e da
regido “downstream” do gene possuidora de 541 nucleotideos. A seqiiéncia de
nucleotideos 5’UTR situada entre o SL e o inicio do gene (40pb) ¢ a seqiiéncia de
nucleotideos 3’UTR situada entre o fim do gene e a cauda poli-A foram submetidas a
comparacio com as seqii€ncias depositadas no banco de dados NCBI, através do
Blastn. Ambas mostraram identidade com seqiiéncias presentes no cromossomo 4 de

L. major (dados nfo mostrados), que é o cromossomo portador do gene ads/. Estes

resultados confirmaram que os insertos clonados eram realmente das regides 5° e
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3 ndo traduzidas. Além disto, através do Blastn, foi possivel a identificacio de uma
regidio rica em pirimidinas na extremidade 5 (figura 9), antecedendo o sitio aceptor
(AG, destacado em amarelo na figura 9) para o SL. Estas seqiiéncias polipirimidicas
ja foram descritas como elementos de reconhecimento para insergio do SL
(Matthews et al., 1994).

Com base nestes dados, pode-se inferir que as regides 5’¢ 3"UTRs do gene
adsl-Lm foram definidas ¢ que o RNA mensageiro maduro foi completamente
caracterizado, resultando em uma seqiiéncia de 2060 mucleotideos, incluindo o
“Spliced Leader” de 39pb. A figura 10 mostra as seqiiéncias de nucleotideos e de

aminoacidos completas, bem como das regides 5’e 3’UTRs.

TTGCAGAGCTCACGTGTGTACTCACGCAAGCATCATCATCTCTTCGCCCAC
TCTCGCTCCTCCTCCCTTCTCGTTCCTGCTCCGTGCA@EATCAATTTTTTT
GTTCGGAATAGTTGAGCACGCAGAACAATGTCACTGCCTTCGGCACAAGAA

M s L P S A Q E

Figura 9: Regifio “upstream” do gene adsl-Lm, preseate no cromossomo 4,
obtida pelo Blastn. A seqiincia representada em azul ¢ rica em pirimidinas, uma
caracteristica das seqiiéncias que antecedem a regido S"UTR. O AG, destacado em
amarelo, indica o sitio aceptor do “Spliced Leader”. A seqiiéncia SUTR (40pb) estd
representada em rosa e em vermelho a Metionina iniciadora (M) da proteina ADSL-~
Lm.
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AACTAACGCTATATAAGTATCAGTTTCTGTACTTTATTGGAT CARTTTTTTT
GTTCGGAATAGTTCAGCACGOAGARCAATGTCACTGCCT TCGGCACARGAR

M 8§ L P & A Q E
GOGGCGECGUCATCTGTGACCACGACGGCACACRAGGLCCCTSCGERAGATC
A A A P S8 V T T T A H K A P A E I
AGTCARGACAACCCCCTOTRCTCGCTCTCTCCTCTCGATGGTCGCTACARG
3 ¢ b N P L Y S L S P L DGR Y K
CGTRACACGECCGCGOTGCGCGCCTACTTCTCCGAATACGCGTTATTCAAG
R O T A A L R A ¥ F 8 E Y A L F K
TATCGOGTGCAGGTGGAGGTGCTETACTTCCARGCECTGTGCAAGGAGETS
Yy R ¥ Q V E VvV L Y F Q A L C K & V¥
CCGGTGATCACGCAGCTTCGCEGCETCACAGATGCGCAGCTEGAGARGCTS
T v 1 T 0 L R 6 v T D A ¢ L E K L
COGGCARCCACCTTCGAGARCTTCACAGTGEACGATGCCCGGATGATAANG
E A T T F EN ¥ T VvV B DARMTIK
GACATTGAGGCGGTCACGARCCACGATATCARGGCAGTGGRGTACTACCTC
b 1 & A V T N H D I K A Y E ¥ ¥ L
ARGGACARGATGTCTGCCTGCGGCCTCGAGGCCGARRAGGAGTTCATCCAC
K 0D KM 8 A C 6 L EAE ¥ B8 F I H
TTTGEGCTAACGTCGCAGEACATCAACAACACCTCGATTCCGATSCTCCTS
F G . T s ¢ b I N ¥ T 3 1 P M L L
CRCGACGCTCTGCACCACCACTACATCCCRACGCTGGATCAGCTGATCGEG
" b A L B H H Y I P T L D ¢ L I A
CACCTCAAGAGCRAGCTGCCTGAGTGGGATGTCCCGATGCTGGCCCGGACG
H L K & K L » F W oD Vv P M™MILART
CRACGGCCAACCEGIGAGCCCEACGARCT TGECGRAGERATTCATGETGTSE
H G 0 F A S P T N LAIKEF MYV W
ATTGAGCGGCTGGARGAGCAGCGEACSATGCTECTGAGCATCCCARACACA
I £E R L £ E ¢ R T M L L 8 I P N T
CCCARGTTCGGCRECGCTACCEECAACT TCARCGCGCACCTCTGTGCETAC
G K F G G A T G N E N A H L CA Y
COTGGCGTARACTGECTGGAGTTTGGGGAGCTCTTCOTGAGCARGTACCTT
G vV N W . §E F g E L ¥ L 35 K Y L
GEOCTTCECCGCCAGCGCTACACARCTCAGATCGAGCACTACGACARCCTC
2L R R Q R ¥ T T g I B H Y I N L
GOCGCOATCTGOGATGCETGOGCECGECTGCACACAATCTTGATGEACCTG
A A I ¢ D ACARTILUHT I L M DL
GOCAAGGACGTOTGGCAGTACATTTCACTCGGC TACT TTGATCAGARGGTS
A K O vV W o Y I §8 L G Y F D Qo KV
ARGGCGGGCEAAGTCGGCAGCAGCGCGATGCCECATAAGGTGAACCCGATC
K A G E V G 8 s AaM P HEK v N P I
GACTTCGAGAACGCTGAGGGCARCCT GEGCATGAGCARCGCCETCCTCGET
O F E N A E G N L G M 8 N A YV L &
PPTCTTTCAGCGARGT TGCOCATCTCCCGTCTGCAGCSCGACCTCACAGAC
F L s A K L P I 5 R L ¢ R DL T D
AGCACGGTGCTGUGCAACCTCGECGTTCOGCTTAGCCACGCCCTCATEEEE
3 T v L R H L 6 v P L 8 HA L I A
T GCCTCCCTGCARCGCEGCATCGGCAAGCTCCTTCTCARCARGGACGTC
r A & L © R 6 I G K L L L N K DV
ATCGOCGOGGACCTAGRGEGCART TGGGCTGTCCTGECGEAGEECATCCAL
T A A D L E G N WAV V A E G I Q
ACCGTGOTGCGCCEEEAGGGCTACCCEAAGCCHTACGAGEUGCTCARGGAD
T v L R R E G ¥ ? K P Y E A L KD
CTGACGUGCGGCARCEOGCATST TACGGAGGAGACGGTCCACCGTTTCATC
i T R 6 M A H v T & E T Vv # R ¥ I
CAGCAGCTCEAGGGCATCACAGAGEAGGT GCGECAGGAGCTEGCTCECCATT
g ¢ L, E 6 I T EE VR QE L LAI
ACGUCCTTCACGTACGTGEGCT ACRCGGCGCETCCCT GRGAGARCGAGAAR
T P ¥ T ¥ ¥ G ¥ T A R P *
ACCAAGCSCGACAGT CTTGGGAGCICCGTGETGARCCEARGAGTCGIETEC
COGCEOGEEEAGGARTAGACGTEETACTGTTGCTETOTGTTGTACACGTCA
GOGGCRAAGCGGEEGCTGCATTARGGET GRGCGCARCGECCCCCTTETCTCT
GGOAGEEEGTGEACRGGEEGETGEGETCETCGCTEAGCTEAGETSARTANG
AACCGTCGTTOTCETCTCTCTCAGCAGUAGCAGTTGCAGCCT TACTAGCGT
TECGEAGAGAGATGCAGCGGCGAGGTTTEATCATCTCTCCTCAATCUAC
T OTGEACCETTOATCACCTCTGECGOACRGACACATACACATACACACT
COTECOTCOCGOT AAGGCACACAT GCATATAGCAGCAGCAGCAGUGEOGEL
GEEGETTOTACT TGARCOTCTGCTSTCCGCTCTTAGTTTCCTTRCOGLACR
CATGOCOTGOCARGGCTACATGTATGT TTTTTCTTTTITTETGAGGCCTTT
COTTTETTTTAGCAGTGE

Figura 10.  Seqiiéncia
completa do RNAm do
gene adsl-Lm. Seqiéncia
nucleotidica do gene adsl-
Lm (sublinhada). Abaixo de
cada trinca de nucleotideos
encontra-s¢ © aminoacido
correspondente. Em
vermetho estdo
representados a Metionina
iniciadora (M) da proteina
ADSL-Lm e seu codon de
terminagdo (*). O destaque
em amarelo representa o
“Spliced Leader” (39pb). A
seqiiéncia S'UTR (40pb)
esta representada em rosa €
a 3’UTR (541pb) em azul.
A regido destacada em verde
refere-se a4 cauda Poli-A do
RNA mensageiro possuidor
de 2060 pb.
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CARACTERIZACAO  BIOQUIMICA  E

ESTRUTRAL DA ENZIMA ADSL-IM
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1. INFRODUCAO SOBRE AS METODOLOGIAS UTILIZADAS

1.1 Complementagio funcional

A identificagdo de novos genes de interesse em Leishmania através da
complementagdo funcional vem contribuindo para estudos nas ireas de resisténcia aos
medicamentos ¢ viruléncia (Beverley, 1993). No caso do presente trabalho, a
complementacio funcional, que envolve a introdugio de um gene homdlogo em um
organismo que seja deficiente deste determinado gene, foi utilizada com o intuito de
verificar se a enzima ADSL de L. major era capaz de complementar a célula de E. cokli
deficiente de ADSL, permitindo assim seu crescimento em condi¢des controladas. Com
isto, podemos abordar melhor a questfio evolutiva da perda ou nio da via de sintese de
novo, uma das questdes que nos motivou a desenvolver este trabaltho, como ja

mencionado no capitulo L

1.2 Expressio da enzima recombinante ADSL-Em em células de E coli
BL21(DE3)pLysS

Para a produgdo da proteina ADSL-Lm, empregamos a linhagem bacteriana de
E. coli BL21(DE3)pLysS por recomendagiio do fabricante do sistema de expressdo
escolhido “pCR T7 TOPO TA Cloning” (Invitrogen). A designagiio DE3 indica que esta
linhagem contém o liségeno do bacteriéfago lambda DE3 que carrega o gene lac I, uma
pequena porgio do gene lac Z e o gene codificador da enzima T7 RNA polimerase sob
controle do promotor lacUVS5. Este promotor encontra-se constitutivamente reprimido

pela proteina LAC L Para sua ativagio, adiciona-se IPTG, o qual, sendo analogo da
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lactose, se liga a LAC 1, promove mudangas conformacionais na estrutura desta proteina,
que entfio se desprende do promotor, permitindo a transcrigdo pela T7 RNA polimerase.
O plasmideo pLysS, também carregado por estas bactérias, além de conferir resisténcia
a0 antibidtico cloranfenicol, produz T7 lisozima, que se liga 4 T7 polimerase e inibe sua
atividade de transcrigdo, reduzindo, assim, o nivel de expressdo basal do sistema. Este
sistema de expressdo é interessante em especial para genes que podem ser tdxicos 2
célula hospedeira, mesmo guando expressos em pequenas quantidades em decosréncia
do “vazamento” do promotor lacUV5. No caso da ADSL-Lm n#o ha evidencias de ser
uma proteina toxica para a bactéria, mas o sistema, por ser bem regulado ao nivel da
transcrigéio, se apresentou como uma boa opgo inicial para a expressio heterdloga da

proteina de interesse.

1.3 Purificaciio da enzima recombinante ADSL-Lm

Como o gene adsi-Lm foi clonado em fase no vetor pCR-TOPO/T7-NT, a
proteina de interesse € expressa com uma seqiéncia codificante N-terminal portadora de
6 histidinas (figura 1 do capitulo III). A presenca desta “cauda” propicia alta afinidade
para ligagdo em resinas de cromatografia contendo ions de metal (Cu™?, Zn*?, Ni'%, Fe")
quelados, resultando assim na imobilizagdo da proteina recombinante (contendo a cauda
de histidinas) na fase estacionaria da cromatografia, sendo esta técnica conhecida como
IMAC (“Immobilized Metal Ion Affinity Chromatography”). Portanto, as proteinas sio
separadas por suas especificidades de hgagio. Para a eluigio da proteina ligada pode ser
utilizado um doador de elétrons que compete com a proteina pela interagiio com o metal

quelado na resina ou pela alteragio do pH da solugdo, alterando o pKa das histidinas e
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assmm sua coordenagdo com o metal quelado. No primeiro caso, que € o mais
comumente usado, o composto empregado € o imidazol, uma vez que o anel imidazolico
¢ constituinte normal do aminoacido histidina.

Geralmente apenas um passo de punficacio ndo é suficiente para obtengio de
uma amostra de proteina com alto grau de pureza, o que é requerido para alguns
experimentos de caracterizagio bioquimica, bem como para a cristaliza¢iio da proteina
em questdo. Assim, como segundo passo de purificagio, empregamos a cromatografia
por exclusio molecular. Esta técnica também conhecida como get filtragio e baseia-se
no principio de que moléculas em solugio sio separadas de acordo com diferengas em
seus tamanhos enquanto migram pela matriz. Os poros presentes no gel da matriz sio
preenchidos pela fase liquida e devem ser comparaveis em tamanho is moléculas que
desejamos separar. Moléculas relativamente pequenas podem se difundir para dentro dos
poros, enquanto moléculas maiores apresentam maior dificuldade em se difundir para
dentro do gel. As moléculas que forem suficientemente grandes para ndo penetrarem nos
poros ficam confinadas a solugio que os cerca. Desta forma, moléculas muito grandes
(fora do limite de separagio da resina) saem no volume equivalente ao liquido
intersticial da coluna (“void volume™) e as demais sfo separadas de acordo com a

capacidade de ficarem retidas nos poros.

1.4 Caracterizaciio bioquimica e estrutural da enzima recombinante ADSL-Lm.

1.4.1 Determinacdo do peso molecular da ADSL-Lm por cromatografia de

exclusdo molecular, espalhamento dindmico de luz ¢ eletroforese em gel nativo
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De acordo com as propriedades descritas acima para a cromatografia de exclusdo
molecular, ressaltamos que esta técnica também foi utilizada para determinar o peso
molecular da ADSL-Lm.

Além da gel filtragdo, medidas de espalhamento dinimico de luz (“Dynamic
Light Scattering”ou DLS) foram empregadas para a determinag¢io da forma oligomérica
da ADSL-Lm. DLS mede intensidade de luz espalhada por moléculas em solugiio, isto é,
o coeficiente de difusfio translacional. Na pratica, as macromoléculas em solugio nio
sdo esféricas, o raio calculado a partir do coeficiente de difusdo das particulas oferece
uma estimativa do tamanho aparente da particula hidratada ou solvatada. Esta medida é
designada pela terminologia "raio hidrodindmico”. O raio hidrodinimico inclui o efeito
decorrente da forma e da hidratagfio das particulas a partir de modelos estimados. Desta
forma, a técnica pode fomeéer informagdes sobre a homogeneidade estrutural da
amostra, em relagio a presenga ou auséncia de agregados ¢ também fornecer uma
estimativa do peso molecular das moléculas espalhadoras de luz (Berne & Pecora,
1976).

O estado de oligomenizagio da ADSL-Lm também foi analisado através da
eletroforese em gel de potiacrilamida em condi¢Bes nio-desnaturantes. “Native PAGE”
(Native Polyacrylamide Gel Electrophoresis) é uma das técnicas utilizadas para o estudo
da composigio e estrutura de proteinas nativas, uma vez que a conformacio e a atividade
biolégica das proteinas permanecem intactas durante esta técnica. Tal metodologia
separa as proteinas com base em tamanhos, cargas resultantes e conformagdes das
mesmas. Géis formados por gradiente de poliacrilamida comprimem as bandas de

proteina e aumentam a faixa de resolugio para anilise dos tipos moleculares presentes.
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O gradiente no gel de separagdo determina 0 campo de separagio por peso molecular,
possivel de se analisar em uma corrida. Para proteinas nativas e globulares de tamanho
entre 90-600kDa, o gradiente de 10-15% de poliacrilamida é adequado para dar uma
relagio linear entre a distincia de migragdo da proteina e o logaritmo de seu peso
molecular. A distincia de migracio de proteinas ndo globulares ou com cargas extremas
pode nfio ser proporcional ao logaritmo do peso molecular. Uma outra maneira de
analisar as proteinas por “Native PAGE” € através de géis com concentragio homogénea

de poliacrilamida.

1.4.2 Determinacdio do ponto isoelétrico {pl} dag ADSL-Lm

Proteinas sdo polimeros que possuem somatorias de cargas positivas, negativas,
ou neutras, dependendo do pH do meio em que se encontram. O ponto isoelétrico tedrico
(pl) é o valor de pH especifico para cada proteina, no qual a somatéria de cargas é zero
(Garfin, 1990), considerando-se a proteina como um polimero sem estrutura secundaria
e terciaria e pode ser obtido pela soma algébrica de todas as cargas das cadeias laterais
dos aminoacidos que as compde. Entretanto, como as proteinas em seu estado funcional
possuem uma estrutura terciaria definida, que expde algumas cadeias laterais e esconde
outras do contato com o solvente, o pl tedrico ¢ o pl real de uma proteina nem sempre
sgo coincidentes. Desta forma, se faz necessaria a determmagio do pl
experimentalmente uma vez que nas condi¢des de pl a proteina ¢ menos soliivel. Deste
modo, a determinagio deste valor para escotha do pH dos tampdes utilizados nas demais
técnicas, como ensaios de atividade enzimatica e cristaliza¢io da proteina, toma-se atil.

A metodologia consiste de uma eletroforese em gel de pohacrilamida com gradiente de
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pH e da migragdo da proteina através do getl até o ponto onde o valor de pH for igual ao
seu pl. Neste ponto, a proteina assume carga total igual a zero e ndo migra mais para o

catodo ou anodo.

1.4.3 Ensaios de atividade enzimatica da ADSL-I.m

Trés propriedades distintas das enzimas permitem que elas exergam papel central
na promogio e regulagio dos processos celulares, caracterizando-as como componentes
vitais a0s sistemas vivos:

1) Elevada especificidade da reagdo — como regra geral, cada reagdo sob
condigles apropriadas é catahsada por uma enzima especifica. Diante de vanas rotas
potencialmente possivets, a enzima escolhe a com menor energia livre de ativagio.

2) Condigdes de reagdio mais brandas — a atividade de cada enzima é dependente
do pH, da temperatura, da presenca de varios co-fatores e das concentragdes de enzima,
substratos e produtos.

3) Capacidade de regulagcdo da concentrag¢do e da atividade — permite o ajuste
fino do metabolismo em diferentes condigdes fisiologicas.

A catalise ocorre apenas em uma pequena regido bem definida denominada sitio
ativo. O estudo da velocidade das reacdes enzimaticas, ou cinética enzimatica, envolve
informagdes mdiretas sobre o mecanismo de ac¢do catalitica, especificidade das enzimas,
alguns fatores que afetam a velocidade das reagdes e a determinacdo quantitativa de seus
efeitos. Assim, as enzimas podem ser anahisadas quanto as suas velocidades, a fim de

quantificar suas eficiéncias cataliticas. A relagdo quantitativa entre a velocidade de
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reaciio enzimatica e a concentragio do substrato é definida pela equagio de Michaelis-

Menien:
Vo= Vmex.[S]
K+ [S]

Vo € a velocidade inicial, V. é a velocidade mixima e {S] é a concentracio
inicial de substrato, sendo todos os parimetros relacionados através da constante de
Michaelis-Menten K,. A equacdo descreve o comportamento cinético da maioria das
enzimas e todas estas enzimas que exibem uma dependéncia hiperbélica de ¥, em
relacio a [S] sdo ditas seguir a cinética de Michaehs-Menten (Nelson & Cox, 2000).
Nestes casos, o valor de K., € numericamente igual & concentragio do substrato (mol/L),
ou seja [S] = Ky, quando ¥y = Va2 A concentragiio da enzima nio afeta o valor de K,
(estado estacionario). Os valores de K, das enzimas variam amplamente e dependem de
cada substrato em particular, como também das condi¢des ambientais, como pH,
temperatura e forga iénica.

O melhor parimetro cinético para comparagdes de eficiéncia catalitica leva em
consideracio nio apenas a constante K., mas também outra constante, k., 3 qual
expressa o numero de moléculas do substrato convertidas em produto por uma dnica
molécula de enzima em uma dada unidade de tempo (nimero de renovagdo). Assim, o
fator k.w/'Km € 0 parimetro adequado para discussdo de eficiéncia catalitica (Nelson &
Cox, 2000).

Para a determinacio dos parimetros cinéticos da enzima ADSL-Lm, ensaios de
atividade enzimatica foram padronizados utilizando o substratoc da reagio

adenilosuccinato. Além disto, experimentos foram também conduzidos com o composto
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SAICAR (substrato da reagio da enzima na via de sintese de novo), a fim de investigar
se esta enzima é capaz de converter o0 SAICAR, o que nos forneceria uma evidéncia para
discutir o aspecto evolutivo da auséncia da via de sintese de novo de purino-nucleotideos
em tripanosomatideos. O SAICAR nos foi gentilmente cedido pelo colaborador Prof Dr.
Kmoch (Institute for Inherited Metabolic Disorders, Charles University 1st School of

Medicine and General Faculty Hospital, Repiblica Tcheca).

1.4.4 Cristalizacdo da proteina ADSL-I.m

A cristalografia de proteinas ¢ uma poderosa ferramenta na elucidacio detalhada
da estrutura das proteinas e tem um papel fundamental no estudo de varios problemas
biologicos. Os passos envolvidos na resolugiio da estrutura tridimensional de uma
determinada proteina, por cristalografia e difragio de raios-X, sio em seqiéncia: £)
Purificagdo da proteina; #) Cristalizacdo; i) Coleta de dados; iv) Determinagio das
fases; v) Construcfo e refinamento do modelo.

Uma das etapas criticas é a obtenciio de um mono cristal de proteina. Um cristal
¢ formado por moléculas idénticas que se repetem num arranjo tridimensional ordenado
e periddico (figura 1). A formacio de cristais é dependente de varios parimetros, como
pH, temperatura, concentragio de proteina e a natureza do tampioc e do agente
precipitante (Rhodes, 1993; Drenth, 1994). A cristalizacio ocorre em solugdes
supersaturadas e, qualquer mudanga no processo de supersaturacio pode levar 3
formacdo de um precipitado sélido amorfo, ao invés de cristais. As metodologias mais
utilizadas para a cristalizagio de proteinas sdo as técnicas de difusio de vapor, em

particular a da gota suspensa (“hanging drop”, Hampel et al., 1968). Neste método, uma
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pequena gota de cerca de 2-10ul de proteina é misturada com um volume igual ou
similar de solugio de cnistalizagio (formada usualmente por tampio e precipitante) e
colocada sobre uma laminula siliconizada. A laminula é invertida e selada sobre um
reservatorio contendo 500-1000ut de solugio de cristalizagio (figura 2). A diferenga de
concentracio de solutos entre a gota e o reservatono direciona o sistema, no sentido de
um equilibrio de concentragio entre a gota e a solugio do reservatorio. Isto se da por
difusio através da fase de vapor da solugio menos concentrada (da gota) para a de masor
concentragio (a do pogo). Se o equilibrio for atingido lentamente, possibilitando o
arranjo das molécutas de forma ordenada, resultasa entio na formacgio do cristal e nio na

precipitagio da proteina (Rhodes, 1993; Drenth, 1994).

Solugio de

Proteina Cristal
, . ‘Tista
Do Cela unitiria :
Proteina

Figura 1: Esquema representativo de um cristal de proteina. O arranjo ordenado das
moléculas de proteina leva a formagio de um cristal.
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contendo proteina +
solucio de

Laminula
sificonizada

. Pogo + solugdio de
cristalizacio

Figura 2: Esquema do método da gota suspensa. A esquerda, placa utilizada nos
experimentos de cristalizagio. A direita, um dos pogos esta ampliado. A gota de
cristalizagio € composta pela solugio do pogo (que contém, normalmente, um agente
tamponante, sal e um precipitante) e a solugio da proteina. Uma vez montada sobre uma
laminula, a gota é colocada sobre o reservatorio. A diferenca na concentragiio de solutos
entre a solugio do pogo e a da gota (que contém a proteina) induz a evaporagdo da igua
da gota, aumentando lentamente a concentragio da proteina, o que pode induzir sua
cristalizacdo.

A aparéncia macroscopica dos cristais nio é um critério para avaliar 2 qualidade
de um cristal. Cristais que parecem perfeitos, isto é, com suas faces bem determinadas,
podem nio difratar os raios-X e cristais que macroscopicamente ndo parecem excelentes
podem difratar até alta resolugio (< 2A). Somente o experimento de difracio pode
determinar se um cristal é realmente apropriado para estudos cristalograficos.

Os experimentos iniciais de difracio de raios-X demonstraram que os cristais
obtidos da ADSL-Lm ndo difratavam i alta resolugdo, o que ¢ requerido para a
determinaco de sua estrutura cristalogrifica (dados mostrados na sessio de resultados e
discussdo deste capitulo). Assim, empregamos aigumas metodologias, como 6leos para

cobrir a superficie da solugio do pogo e semeaduras (“microseeding” e

IESC-USP = e mens
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“macroseeding”), na tentativa de diminuir a taxa da velocidade de difusdo de vapor
(entre a gota e a solugdo do pogo) e reduzir a nucleagio a fim de levar a formagio de um
cristal maior.

Oteos como a parafina e o silicone funcionam como “barreiras” para difusdo de
vapor entre a gota e a solugdo do pogo. Desta forma, adicionando-se uma camada de
6leo sobre a superficie da solugiio de cristalizagio no pogo, consegue-se diminuir a taxa
de difusdo de vapor (Chayen, 1997; Chayen, 2004), o gue pode levar ao surgimento de
poucos cristais e de maior tamanho na gota.

Para uma melhor compreensdo dos eventos de semeadura, devemos observar o
diagrama esquemitico de cristalizagiio, que é dividido em zonas (figura 3) e relaciona a
concentragdo de proteina e a concentragiio de precipitante:

A - Estavel — zona nio saturada, onde a cristalizagio ndo é possivel

B - Limite de solubilidade

C- Metaestavel — zona de supersaturagiio, onde o nivel de saturagio € suficiente
para o crescimento de cristais, mas nfio ¢ alta o suficiente para que se inicie nucleagio
espontinea. Esta é a melhor zona para “seeding.”

D - Zona supersaturada - onde ocorre a.agregar;ﬁo ordenada (cristalizagdo)

E —Precipitagdo — zona onde ocorre agregac¢io desordenada (precipitado amorfo)
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| Provipitant concentration |

Figura 3: Diagrama de fases. Figura extraida de Bergfors (2003). O diagrama mostra a
relagio entre a concentragio da proteina (ordenada) e a concentragio de precipitante
(abscissa) num experimento de cristalizagio de proteina.

Tanto a nucleagio quanto o crescimento de cristais dependem do grau de
supersaturagio da proteina; entretanto, os processos fisicos envolvidos nestes dois
eventos sdo diferentes. O grau de supersaturagiio requerido para a nucleagio €
geralmente maior do que o requerido para o crescimento. Quando um micleo € formado,
sen crescimento reduz o grau de supersaturagio da solugiio e, conseqientemente,
diminui a probabilidade de que outro micleo se forme. As técnicas de semeadura tomam
vantagem de que na zona metaestavel a probabilidade da nucleagio ¢ menor, assim
espera-se que o cristal cres¢a a partir de uma semente introduzida na solugdo (Bergfors,
2003). Neste contexto, estas metodologias tém sido bastante utilizadas para obtengéo de
um numero menor de cristais na gota, mas com tamanhos maiores. Existem dois
métodos basicos de semeadura: “macro” e “microseeding’”.

No “macroseeding”, um cristal, geralmente de 5-50um, é transferido de uma
“solugio mie”, onde a nucleaciio e o crescimento inicial ocorrem, para uma gota pré-

equilibrada com menor grau de supersaturagiio para continuar seu crescimento. Antes da
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transferéncia, o cristal deve ser lavado em uma solugiio ndio saturada para a remogiio de
defeitos na sua superficie, como moléculas desordenadas de proteina ou precipitado
amorfo, que resultam na interrupgdo do seu crescimento.

No “microseeding”, micro-cristais, cristais em formato de agulhas finas ou
aglomerados de cristais (que nfio sfo apropriados para utilizagio em “macroseeding”)
sdo introduzidos em uma solugio metaestivel e entiio quebrados para formar uma
solugdo estoque. A partir desta solugiio, sdo feitas diluigBes seriadas e as sementes sio
colocadas em gotas pré-equilibradas em uma condigio préxima daquela que originaram

OS5 Cristais.

1.4.3. Coleta, processamento de dados de difracdo de_raios-X e obtengdo das

O problema experimental que envolve a determinagic de uma estrutura
molecular por difragio de raios-X é a obtengfio dos fatores de estrutura, das ondas
difratadas pelo cristal, que carregam informacSes sobre a distribui¢do eletrénica do
material espathador (p(xyz)). Esses fatores de estrutura podem ser descritos em termos
de amplitudes, [F(hkl)|, ¢ de fases, a(hkl). Contudo, em um experimento de difracio em
cristalografia é possivel se medir apenas a amplitude da onda difratada resultante, sendo
a informacio das fases perdida. Assim, com o intuito de se obter uma imagem direta da
estrutura da proteina em um cristal, é necessirio medir a intensidade (I oc [F(hkl)]), a
diregio da onda difratada, estimar as fases e, através de métodos computacionais,

calcular a estrutura (modelo) que deu origem ao padrio de difracdo.
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Em principio, para se resolver o problema das fases e possibilitar o calculo inicial
dos mapas, duas técnicas foram desenvolvidas: substituigio molecular (Rossmann &
Blow, 1962) e substituigdo isomorfica (Green et al., 1954). No método da substituigio
molecular; as fases sdo determinadas a partir de um modelo estrutural de uma proteina
homologa a proteina de interesse. JA no método da substituicio isomérfica, para
determinagio das fases sdo incorporados atomos pesados ou espalhadores anédmalos no
cristal nativo. Como estes dtomos apresentam um espalhamento diferenciado dos raios-
X 1sso pode ser usado para determinar de maneira indireta as fases do cristal nativo,
desde que ambos sejam isomérficos.

A técnica que utiliza apenas um cristal derivado com sinal andmalo para
obtencdo das fases dos fatores de estrutura recebe o nome de dispersdo anémala simples
(SAD). Se forem coletados varios conjuntos em diferentes comprimentos de onda
especificos para o espalhador andmalo contido em um cristal, a metodologia & conhecida
como dispersio anémala miiltipla (MAD). A utilizagio de um cristal nativo e um cristal
derivado com sinal andmalo recebe o nome de substituigio isomorfa simples com
espalhamento andmalo (SIRAS). Se além de um cristal nativo, dois ou mais derivados
forem usados, 0 método ¢ denominado substituigio isomorfa miltipla com espalhamento
anémalo (MIRAS).

Revisdes descrevendo aspectos tedricos e praticos dos procedimentos envolvidos
na resolugdo de uma estrutura cristalografica tém sido publicadas (Dauter, 1999; Nagem

et al., 2003).
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Na tentativa de obtengiio das fases da proteina ADSL-Lm as técnicas de
substituicio molecular e substituigio isomorfica com contribuigio andmala foram
utilizadas.

Substituigio molecular faz uso de um modelo pré-existente, que pode ser a
mesma estrutura resolvida num grupo espacial diferente, ou uma estrutura que se
acredite possuir uma alta similaridade estrutural com aquela que se deseja resolver.
Assume-se que o nivel de similaridade entre as duas estruturas seja correlacionado com
a similaridade seqiiencial dos aminoacidos. Como regra, é provavel que a substituigio
molecular funcione razoavelmente bem se o modelo é satisfatoriamente completo e
possui ao menos 40% de identidade seqiiencial com a estrutura desconhecida. Torna-se
progressivamente mais dificil de se obter sucesso conforme o modelo torna-se menos
completo ou possui identidade seqiiencial menor. O método da substituigio molecular
orienta a molécula de estrutura conhecida dentro da cela umtiria da estrutura
desconhecida.

Na técnica de SIRAS, uma vez que os atomos pesados sio introduzidos na
estrutura cristalina de um composto, coletam-se dois conjuntos de dados: um do cristal
nativo e outro do cristal derivado. Se a introdugio dos atomos ndo deformar a estrutura
do cristal, a diferenca entre os dois padrdes de difracio sera devida aos atomos pesados.
Uma das conseqiiéncias imediatas do efeito anémalo € o surgimento de um fator de
espalhamento atémico complexo para o tipo de atomo em questio. Assim, as fases dos
fatores de estrutura do cristal derivado podem ser determinadas quando se coleta um
conjunto de dados de um cristal derivado (assumindo que todos os atomos incorporados

sio do mesmo tipo) e se sintoniza o comprimento de onda da radiagdo incidente para
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produzir o0 maior efeito anémalo possivel (a escolha do comprimento de onda depende
do tipo de atomo usado para a derivatizagio). Teoricamente, quanto mais informagdes
forem utilizadas para a obteng8o das fases, maior é a probabilidade de obté-las com os

valores corretos.

1.4.6 Refinamento do modelo

Apds a obtengiio do conjunto inicial de fases, é possivel calcular o mapa de
densidade eletronica, a partir do qual pode-se construir um modelo da proteina.
Entretanto, o refinamento da posi¢iio dos dtomos (x, y e z), assim como do fator de
temperatura (B) para cada um deles faz-se necessario. Para methorar a concordincia
deste modelo com os dados expenimentais, sdo feitos ajustes quantitativos e qualitativos.
A analise qualitativa é feita através da inspegdo visual do acordo entre 0 modelo e o
mapa de densidade eletronica, o que é realizado com a ajuda de alguns programas
graficos. Nesta etapa se faz uma imagem tridimensional da densidade eletrénica na qual
se sobrep&e a imagem do modelo. Assim, pode-se avaliar com detalhe o ajuste entre o
mapa e o modelo. A analise quantitativa se faz minimizando uma fungio de energia que
leva em conta a estereoquimica do modelo, bem como os dados experimentais. Os
fatores de estrutura calculados a partir do modelo geralmente apresentam uma diferenga
com os obtidos a partir das intensidades medidas. Para medir esta diferenga utiliza-se um

fator denominado Rfactor, defimido como:
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O JFos |~ P

R= (ki )eA
2Pl

(hkl)eA

onde |[Fobs| é a magnitude do fator de estrutura observado e {Fcalc| é a magnitude
do fator de estrutura calculado. A estimativa deste fator é feita a partir de uma parte das
reflexdes que é denominada conjunto de trabalho (A) e o restante denomina-se conjunto
teste {T).

Pode-se considerar um bom refinamento quando o valor do Rfactor for menor ou
igual a 20% para um cnistal que difrate ao redor de 2A. Antes de atingir este valor é
necessario altenar ciclos de minimizagiio com novos calculos do mapa de densidade
eletrdnica para a inspegdo visual do ajuste do modelo com o mapa. Além do Rfactor,
existem outros parimetros que permitem avaliar a qualidade do modelo, os quais
geralmente estdo relacionados com a estereoquimica do mesmo. Por exemplo, o grafico
de Ramachandran possibilita determinar os residuos que na cadeia principal apresentam
valores dos dngulos da figacdo peptidica ndo permitidos. Também € possivel calcular o
RMS (desvio médio quadratico) entre os valores dos dngulos e das distAncias de ligagio
de todos os atomos do modelo com valores experimentais conhecidos. Durante o
processo de minimizagdo, € possivel obter um valor de Rfactor pequeno, o que nio
significa que o modelo reflita os dados experimentais. Desta forma, se define um

parimetro de controle estatistico denominado Riree, definido como:
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Na minimizagio se omite o conjunto T para que o Rfree seja independente deste
processo (Brunger, 1992). No exemplo anterior, para o modelo com um Rfactor de 20%,

até 25% de Rfree ¢ aceitavel.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Complementacio funcional

A linhagem mutante de £. coli JK268 (dadR1, trpE6], trpA62, ma5, purB58)
(Hadar ef al,, 1976) nos foi gentilmente cedida pelo “E. coli Genetic Stock Center”
(http://cgsc.biology.yale.edu). Esta linhagem ¢é deficiente do gene ads/ e, portanto,
incapaz de crescer em meio minimo M9 (0,5g de NaCl; 6,73g Na,HPO,; 3g KH,PO, e
1g NH,Cl em 1 litro de agua Milli-Q). Como vetor de clonagem, foi utilizado o

plasmideo pBluescript Il SK™ (Stratagene, figura 4).
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pBluescript il 5K {+/-) Multiple Cloning Site Region

(sequence shown 598-826) ool Hinc 1
guHi T7 Promater > ;I:... i 'F" i llba I i.d i
TTGTAAAACGACGGCCAG GAGCGCGCGTMTABGACTCACTATAGGG(EAATTGGGTACGGGGGCCCCCGTCGMGT CGAC. ..
M3 —20 primer binding ute T7 paimer binding s KS prames binding site...

By 106 Mot |
qa icDRV Bkl M1 fmal  GamHi Spe Tal Bt 1 Soc 0 e

.. .GGTATSG&TMGCTTGATA.TCGMTTCGTGCAGCCCGGGGE\TCCACTMTTWMAGCGGGGGCCACCGCB&TGGA&‘ZTC. -
K5 pon

binding site K primet binding sie
-+ T3 Promaler I%“H 'l a-lragmend
. .CAGCTTTTGTTCCCTTTAGTGAGEE TTAATTGCGCEC T TGECGTAATCATGATCATAGLTGTTTEC
T3 primes binding s {13 Reveise primes bmnding mie

Figura 4: Esquema ilustrative do vetor pBluescript II SK* (Stratagene). O gene
adsl-Lm foi clonado entre os sitios de reconhecimento das enzimas Hind I (circulo
vermelho) ¢ Xba I (circulo verde).

A fase aberta de leitura (ORF) do gene ads! de L. major Friedlin foi amplificada
por PCR, a partir do plasmideo recombinante pCR T7/TOPO-NT + adsl-Lm (descrito
do capitulo IIT), utilizando a enzima “Platinum Tag DNA Polymerase High Fidelity”
(Invitrogen) e os oligonucleotideos ADSL-Lm-Xbal (senso) e ADSL-Lm-Hindlil (anti-
senso) (tabela 1). A reagio foi feita segundo condigBes descritas nas tabelas 12 e 13 do

capitulo I1.

- Tabela 1: Nome e seqiéncia dos oligonucleotideos utilizados no PCR para amplificacdo
do gene adsi-Lm, nos estudos de complementagio funcional. Seqiiéncias nucleotidicas
reconhecidas pela Xba I e peta Hind 11l estdo sublinhadas.

{ Oligonucleotideos "f " Seqiiémcins -"duoig{is.s
T ADSLLm-Xbat | GCTICTAGAGATGTCACTGCCTTCGGCAC

ADSL-Lm-HindUl | '"KGTAAGCTTCTATCAGGGACGCGCCGTGTAG"' |
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O produto da reagdo de amplificagiio foi analisado por eletroforese em gel de
agarose 1% feito em tampiio TAE 1X (Tris-acetato 40mM e EDTA 1mM, pH 8,0) e a
banda de interesse foi purificada do gel utilizando-se o “Perfectprep Gel Cleanup Kit”
(Eppendorf), conforme protocolo estabelecido pelo fabricante.

O fragmento purificado do gel referente ao tamanho esperado do gene ads/-Lm
(1440 pares de bases) e o vetor pBluescript I SK' foram submetidos & digestio com as
endonucleases de restri¢do Xba I e Hind 111, por 4 horas a 37°C (detalhes da reagio estio
sumanzados na tabela 2). O plasmideo e o inserto foram purificados e entdo foi feita

uma reagio de higagdo (tabela 3), que fo1 incubada a 4°C durante 16 horas.

_ Tabela 2 Reagentes usados nas reagdes de dlgestao com Xﬁa I e Hind HI

- Mlstura da reagiio de digestio R Volume (}ll)
o Vetor pSK* ' T 35(300ng/uD
Fragmenio de ads-m " T T 20 (100mgul)
_ Brzimaibal (10040 Tnviogen s
~Finzima Hind i (10U/ul) Tnvitrogen L s
Tampao React 2 (10X) Invitrogen I X
H;0 q.5.p. 30,0

Tabela 3: Reagentes usados na reacdo de ligagio do gene ads/-Lm no vetor pBluescript
SK™ (Stratagene)

o Mlstura da reaq;ao de hgag:ao S 7”V01ume(pl)
T Fragmento de adsi-Lm digenido e purificado 2.0 (S0ng/ul)
veor pBlue:-.crlpt SK (Stratagene) digerido e purificado T 1 O05ng/l)
S Fnzxma T4 DNA hgase (SU/pl) (Invm‘ogcn) - I W
Tampto (5X) (nvitrogeny .. ¢ 20

HOqsp. SN (10
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O volume total da mistura de ligagdo (10,0pl) foi utilizado para transformagao,
através de choque térmico, de células competentes . coli DH5a (Sambrook & Russell,
2000).

Pré-indculos das provaveis colonmias recombinantes foram crescidos e
preparagdes plasmidiais, por lise alcalina (Sambrook & Russell, 2000), dos clones
recombinantes foram realizadas. A estratégia adotada para a verificagdo destes clones
(pSK'/adsl-Lm) envolveu a amplificagio por PCR, utilizando-se oligonucleotideos
especificos que flanquetam o sitio miltiplo de clonagem do vetor (“polylinker”). Uma
vez identificados os clones positivos, estes foram submetidos ao seqiienciamento de
DNA para checar se o gene foi clonado em fase (quadro de leitura correto) e depois
utilizados para transformar, através de choque térmico, células competentes de E. coli
JK268. Bactérias JK268 transformadas com a construgio recombinante (pSK" mais o
gene ads! de L. major) foram plaqueadas em meio minimo M9 (Sigma), contendo 1,5%
agar, o antibidtico apropriado (ampicilina a 100pg/ml) e suplementado com 0,5% de
glicose , 0,1% caseina acida hidrolisada, 0,2pg/ml de tiamina e SO0pg/m! de triptofano
(Atmi ef al., 1990), Como controle, bactérias JK268 transformadas apenas com o vetor
(pSK”™ sem o inserto) foram plaqueadas em meio minimo (M9) contendo as mesmas
suplementa¢des. As placas foram incubadas a 37°C.

OBS: Em todos os procedimentos de clonagem descritos neste capitulo, aliquotas
* de cultura das colonias que continham plasmideos recombinantes {com insertos ligados)
foram acrescidas de glicerol na proporgédo 1:1 (glicerol 65%, Tris-HC1 0,025M, pH 8,0 ¢

MgSQO, 0,1M) e mantidas a -80°C.
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2.2 Transformacdo em células competentes de Escherichia coli BL21{DE3)pLysS e
ensaios de expressio

Para os ensaios de expressio da enzima recombinante ADSL-Lm, células
competentes de E. coli BL21(DE3)pLysS foram transformadas com o plasmideo pCR
T7/NT-TOPO recombinante positivo {que possuia o inserto ligado na orientagio
desejada). As transformagdes foram feitas de acordo com o protocolo estabelecido pelo
fabricante (Invitrogen). Cerca de 100ul e 200 pl de cada cultura foram espalhados em
placas de Petri contendo meio de cultura LB sélido e os antibidticos de selecdo
adequados para os vetores (ampicilina a 100pg/ml e cloranfenicol a 34pg/ml para o
vetor pLysS). As placas de Petri foram incubadas a 37°C por 16 horas para o
crescimento das coldnias transformadas. Para os testes de expressdo foram feitos pre-
inéculos de coldnias recombinantes positivas e negativas em tubos contendo 5,0ml de
meio (LB liquido + ampicilina 100ug/ml + cloranfenicol 34ug/mi). Estes tubos foram
incubados a 37°C, sob 250rpm de agitag@o por cerca de 16 horas. Apods o crescimento
das células, aliquotas destas culturas foram acrescidas de ghcerol na proporgdo 1:1
(glicerol 65%, Tris-HC1 0,025M, pH 8,0 e MgSO, 0,1M) e guardadas a -80°C. Do
restante, 500ul foram utilizados para inocular 10ml de LB contendo os antibidticos
apropriados, o que foi mantido sob 250rpm de agitagio a 37°C até as culturas atingirem
uma D.0.s00em de aproximadamente 0,6. Retirou-se uma aliquota referente ao controle
ndo induzido, que foi congelada a -20°C. Ao restante, adicionou-se o indutor IPTG numa
concentragio final de 1mM. Apds 5 horas de indugio, retirou-se uma aliquota de Iml.
As aliquotas foram centrifugadas por 2 minutos a 15700g e os sobrenadantes foram

descartados. O precipitado do controle ndo induzido for ressuspendido em 100pl de
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tampdo de lise (fosfato de potissio 50mM pH 7 8; NaCl 400mM; KCI 100mM:; 10%
glicerol e 10mM imidazol} e os precipitados resultantes das indugdes foram
ressuspendidos em 500ul deste mesmo tampdo de lise. A lise das células foi realizada
através de 6 a 8 repetigSes de congelamento em nitrogénio liquido e descongelamento
em um banho a 42°C. As células, apés lise, foram centrifugadas por 5 minutos a
13.000rpm, a fim de separar a fragdo soluvel {sobrenadante) da insolavel (“pellet”). As
aliquotas acrescentou-se tampio de amostra (Tris/HC1 2M, pH 6,8; SDS 6%, glicerol
30%; B-mercaptoetanol 15% e azul de bromofenol 0,01%), na propor¢do 2:1. Estas
amostras foram fervidas por 5 minutos e submetidas & eletroforese em gel de
poliacrilamida 10 ou 15%, em condi¢des desnaturantes, pelo método de Laemmli
(Laemmli, 1970), utibzando um sistema vertical Mini V 8.10 da Gibco-BRL. Para
padrio de peéo molecular, as seguintes proteinas foram utilizadas: albumina sérica
bovina (66kDa), ovalbumina (45kDa), anidrase carbonica (30kDa), inibidor de tripsina
de soja (20,1kDa) e citocromo ¢ (12,4kDa). Os géis foram corados com “Coomassie
blue” e descorados com acido acético 10%.

De acordo com os resultados obtidos dos ensaios de expressio e com o intuito de
otimizar a expressio da proteina ADSL-Lm, na fragio solavel, foram realizados
experimentos variando-se a temperatura de indu¢do (25°C e 37°C), bem como a

concentragio final do indutor IPTG (0; 10uM; 100uM; 500uM ¢ 1mM).

2.3 Expressio da enzima ADSL-Lm
Tomando-se por base os resultados dos testes de expressio, cujas variaveis foram

temperatura de indugiio e concentragio de IPTG, foi possivel estabelecer a melhor
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condigio de expressdo da enzima ADSL-Lm e partir para a expressdo em larga escala.
Células de E. coli BL21(DE3)pLysS (contendo o plasmideo recombinante
pCRT7/TOPO-NT + gene adsi-Lm), estocadas a -80°C, foram utilizadas para inocular
meio LB liquido contendo ampicilina (100pg/ml} e cloranfenicol (34pg/ml). Estas
culturas foram incubadas a 37°C, sob 250rpm de agitagdo por 16 horas. Apds
crescimento bacteriano, foram feitas diluigSes de 1:100 do pré-inoculo em 2 erlenmeyers
de 2 litros, cada um deles com 500ml de meio 2XYT (1,6% de bactotriptona, 1% de
extrato de levedura, 1% de NaCl, pH 7,5), contendo os antibidticos apropriados e 0,2%
de glicose, que foram mantidos sob 250rpm de agitagio a 37°C até as culturas atingirem
uma D.O.goonm de aproximadamente 0,6. Neste instante, a temperatura foi reduzida a
25°C e a expressdo da proteina recombinante foi induzida com IPTG & concentragio de
100uM. Apéds 5 horas de indugdo, as células foram centnfugadas a 5.000g, por 15
minutos, a 4°C. Cada um dos precipitados (“pellets”) foi ressuspendido em 10ml (20ml
por litro de cultura) de tampdo de lise. O volume foi transferido para tubos do tipo
“falcon” e congelado a -80°C. A lise celular foi realizada através de 6 a 8 repeticBes de
congelamento em nitrogénio liquido e descongelamento em um banho a 42°C. Durante
este processo, aproximadamente 150U de DNase (Invitrogen) foram adicionadas ao
extrato que estava sendo lisado. A amostra lisada foi centnifugada a 20.000g por 30
minutos, a 4°C, separando a fragdo solivel (sobrenadante) da insohivel (“pellet”).
Aliquotas destas fragdes foram analisadas em gel de polhiacrilamida de 10 ou 15% (SDS-
PAGE) (como descrito no item anterior) e o volume do sobrenadante foi utilizado para

punficagdo da enzima recombinante.
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2.4 Purificaciio da enzima ADSL-Lm

A proteina de interesse, ADSL-Lm, € expressa no vetor pCR-TOPQ/T7-NT com
uma cauda N-terminal portadora de 6 histidinas. Assim, o primeiro passo de purificagio
empregado for a cromatografia por afinidade, utilizando-se a resina “Ni-NTA
Superflow” {Qiagen). Para tanto, a fragio solivel (sobrenadante) obtida no passo
anterior, aproximadamente 20ml, fo1 aplicado & coluna de afinidade (5ml de resina),
previamente equilibrada com 4 volumes de coluna (vc) do tampéo de lise. Em seguida, a
coluna fo1 lavada com 4vc de tampdo de lavagem (fosfato de potassio 50mM, pH 7.8;
NaCl 400mM; KCI 100mM; 10% de glicerol e imidazol 25mM) para retirada das
proteinas que se ligaram fracamente a resina. A proteina recombinante ADSL-Lm foi
eluida da coluna com a aplicagio de 2vc (10ml) do tampio de eluigio (fosfato de
potassio 50mM, pH 7.8; NaCl 400mM; KCI 100mM; 10% de glicerol e imidazol
500mM). As fragbes foram analisadas em gel de poliacrilamida de 10 ou 15% (SDS-
PAGE), como descrito anteriormente.

Como segundo passo de purificagio, empregamos a cromatografia por exclusio
molecular, utilizando-se a coluna HiPrep 16/60XK Superdex 200 (Amersham
Biosciences), cuja faixa de resolugfio € de 10 a 600 kDa (informagdes obtidas no manual
do usuario). O volume proveniente da eluigio da proteina recombinante da coluna de
afinidade (10ml) foi dialisado a 4°C, utilizando-se “Spectra/Por Molecularporous
Dialysis Membrane” (Spectrum), cujo limite de exclusio molecular varia de 12 a 16kDa,
contra quatro trocas de 500mi cada do tampdo A (fosfato de potassio SOmM, pH 7.8 e
NaCl 200mM}. A amostra dialisada foi concentrada por ultrafiltragdo até um volume de

2ml (contendo 3,0mg/mt de ADSL-Lm}), que foi centrifugado a 15.700g por 10 minutos
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e entdo aplicado na coluna Superdex 200 previamente equilibrada com tampido A.
Realizou-se uma eluigdo com 1,5 volumes de coluna (180ml) e com uma taxa de fluxo
de 0,5ml/minuto, a qual for monitorada & 280nm. As fra¢des eluidas, que apresentaram
picos de absorbancia a 280nm, foram analisadas em gel de poliacrilamida 10 ou 15%

(SDS-PAGE).

2.5 Caracterizagao bioquimica e estrutural da enzima recombinante ADSL-Lm.

2.5.1 Determinacdo do peso molecular da ADSL-ILm por cromatografia de

exclusdo molecular

Além da cromatografia de gel filtragdo, em Superdex 200, ter stdo utihizada como
uma segunda etapa na purificagdo da enzima ADSL-Lm, também foi empregada para
determinar o peso molecular aparente desta enzima.

Esta mesma coluna foi calibrada com os “kits” de calibragdo de coluna de gel
filtragdo para baixo, médio e alto peso molecular (Amersham Biosciences). As proteinas
utilizadas, suas concentragdes e seus pesos moleculares estio especificados na tabela 4.
Foram realizadas trés corrnidas, monitorando-se a absorbincia a 280nm e obedecendo as
mesmas condigdes descritas acima (item 2.3): a primeira com Blue Dextran 2000
(1mg/ml) para determinagdo do “void” da coluna, pois esta molécula é grande e esta fora
da faixa de resolugdo da resina; a segunda contendo a mistura de Tireoglobulina e
Catalase e a terceira contendo um conjunto de proteinas de baixo, médio e alto peso
(Ferntina, Aldolase, Ovalbumina e Ribomuclease A). Esta estratégia foi adotada a fim
de evitar possiveis sobreposigdes de picos referentes as proteinas com pesos moleculares

aproximados.
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A curva de calibragio define a relagdo entre o volume de eluicio das proteinas
padrdes e o logantmo de seus respectivos pesos moleculares. Um dos parimetros

utilizados para a constru¢io da curva € o K,,, dado pela equagiio abaixo:

Kav= Ve-Vo
Ve-Vo

onde, Ve = Volume de elui¢do da proteina

Vo= “Void” da coluna (corresponde ao volume de eluigio do Blue Dextran
2000)

Ve = Volume da coluna (no caso da coluna usada, V¢ equivale 120ml)

Assim, o valor obtido referente ao K. de cada proteina utilizada na calibragdo foi
plotado versus o log de seu pego molecular. Construiu-se a curva, da qual foi possivel
obter uma equagio de reta. Esta equagio foi empregada para o calculo do peso
molecular aparente da proteina em estudo. Foram aplicados 2,0ml na coluna tanto das
proteinas padrdes (nas concentragdes especificadas na tabela abaixo), quanto da ADSL-

Lma 3,0mg/ml

Tabela 4: Proteinas utilizadas para calibragiio da coluna HiPrep 16/60XK Superdex 200
(Amersham Biosciences)

 Proteinas . MW &ba) Concentragio
Tireoglobulina _ 669 S 2mg/ml i
- e . 44() S ,ﬂmnog_ﬁl_é/miwm w i
L : e s mghml T
© Ovalbumna gy T T mgal
Ribonuclease A ' o 13 10mg/ml B

MW = “Molecular Weight” (péégwxflﬂal&mular)
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2.5.2 Estudo do estado de_oligomerizacdo da ADSL-Lm através de ‘‘Dynamic

Light Scattering "(DLS)

Alem da gei filtragio, medidas de espathamento dindmico de huiz (DLS), de
amostras de ADSL-Lm pura, foram empregadas para a determinagio da forma
oligomérica desta enzima, bem como de seu peso molecular. Frag8es provenientes da
cromatografia por exclusdo molecular (2,5ml) (item 2.3), contendo ADSL-Lm pura,
foram agrupadas e dialisadas, a 4°C, utilizando-se “Spectra/Por Molecularporous
Dialysis Membrane™ (Spectrum — 12 a 16kDa), contra quatro trocas de 250ml do tampdo
B (fosfato de potassio SmM, pH 7,8, NaCl 5SmM e AMP 100uM). Aliguotas de 30ul
desta amostra, cuja concentragio minima era de 1mg/mi, foram centrifugadas a 15.700g,
a 4°C por 10 minutos e entio submetidas ao ensaio de DLS, utilizando-se o equipamento
“DynaPro MS200” (Protein Solutions). Os dados foram analisados pelo programa
“Dynamics V3.26” (Protein Solutions). As medidas foram realizadas a 18°C com tempo
de aquisigio de 2.5 segundos, 30 aquisigdes por medida, utilizando-se cubetas de
quartzo de 12Zpl. As caracteristicas do solvente foram consideradas no calculo do Rh.
Foram feitas 3 medidas seqienciais para cada amostra, que foram promediadas para os
valores de rato hidrodindmico. Estes ensaios também serviram para acompanharmos o
estado de agregacio da amostra protéica antes de realizarmos os ensaios de cristalizagio

da ADSL-Lm.

| . SERVICO
FSC USP ‘NFOD;MB‘:?;:({))TEC
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2.3.3. Estudo do estado de oligomerizaciio da ADSL-I.m através de eletroforese

em gel de poliacrilamida em condicdes nativas (niio desnaturantes)

Para a realizagio deste estudo empregou-se o equipamento “PhastSystem” e géis
prontos “PhastGel gradient media” 10-15% (Amersham Biosciences). O sistema de
tampio no gel é de 0,112M de acetato e 0,112M de Tns, pH 6,4, Sdo também fomecidas
tiras de tampdo geleificado em agarose contendo 0,88M de L-alanina e 0,25M Tris, pH
8,8

Aplicou-se no gel 4,0ul de ADSL-Lm pura em duas concentragdes diferentes de
proteina (1.86mg/ml e 3,0mg/ml]). A corrida foi efetuada sob condigdes padrbes do

equipamento (descritas no manual} e o gel foi corado com 0,1% de “Comassie Blue R”,

em solucgio aquosa de metanol 25% e acido acético 5%.

2.5.5 Ensaios de clivagem da cauda de histidina com a enzima Enteroguinase

O sistema utilizado para expressio da ADSL-Lm recombinante fornece o sitio de
clivagem reconhecido pela enzima EnteroquinaseMax-EKMax (Invitrogen). Assim, a
cauda de histidinas fusionada no N-terminal da proteina recombinante pode ser liberada
através da digestdo proteolitica com EKMax.

De posse da enzima ADSL-Lm pura, em tampdo B, alguns ensatos de clivagem
com EKMax foram realizados (de acordo com as instru¢des da Invitrogen), para se
determinar expenmentalmente a melhor condigdo de digestio da cauda de histidina da
proteina recombinante. Para cada reagdo utilizou-se 20ug de proteina, tampio EKMax
(concentragio final 1X) e diferentes quantidades, expressas em unidades (U), da enzima

EKMax: 0U (controle), 0,1U; 1,0U e 4,0U. O volume final das reagdes fo1 de 30pl e
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foram testadas duas temperaturas: 18 e 25°C. Trés aliquotas, de 10ul cada uma, foram
retiradas, para posterior analise em gel de poliacrilamida 15%: t; = apds 16 horas de
incubagdo, t; = apds 24 horas de incubagfio e t; = apés 32 horas de incubagio. As
reagdes foram interrompidas adicionando-se 5,0pl de tampdo de amostra e fervendo-se
por 5 minutos. Aplicou-se no gel, o equivalente a 2. 0ug de proteina para obtengdo de
uma boa separagio entre as bandas de proteina recombinante {que nio sofreu clivagem)

e de proteina clivada (sem a cauda de histidina).

2.3.6 Seqiienciamento de N-terminal

Uma vez definida a melhor condigio para clivagem com a enzima EKMax,
decidiu-se montar uma reagiio com o dobro dos reagentes utilizados para os ensaios,
com o objetivo de identiﬁéar as bandas resultantes da chvagem, através do
sequenciamento de N-terminal. Para tanto, uma reagio contendo 40ug de ADSL
recombinante para 8U de EKMax, num volume final de 60ul foi incubada a 18°C por 24
horas. Cerca de 50ul de amostra fo1 submetida a eletroforese em gel de poliacrilamida
15% (SDS-PAGE) e eletrotransferida para uma membrana de PVDF (“Polyvinylidene
Fluoride”- Bio-Rad), utilizando um tampdo especifico para transferéncia (Tris-base
48mM, CAPS 39mM, SDS 0,035% (m/v), 800m! H,O e 200ml metanol), por um
periodo de 5 horas a 150V (Matsudaira, 1987). A membrana foi corada com Ponceau
0,5% em acido acético 0,1% por 5 minutos e descorada com acido acético 0,1%. As
bandas de proteina imobilizadas foram recortadas da membrana e enviadas para anilise
da seqiéncia de aminoacidos NH2-Terminal, utilizando o método de degradagio de

Edman e o equipamento “Procise Model 491 (PE Applied Biosystems). O
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seqiienciamento do N-terminal foi realizado pelo grupo do Prof. Dr. Lewis Joel Greene

(Centro de Quimica de Proteinas da Escola de Medicina de Ribeirio Preto/USP).

2.5.7 Determinacdo do ponto isoelétrico (pl)

Para a realizacio deste experimento, com a ADSL-Lm pura, utilizou-se o
equipamento de focalizagio isoelétrica “PhastSystem” (Pharmacia Biotech). O gel
empregado foi o “Phast Gel IEF 3-9” (Amersham Biosciences) que permite a
determinacfio de pls situados na faixa entre pHs 3,0 a 9,0. Aplicou-se no gel 4,0ul de
ADSL-Lm a 3,0mg/ml em tampdo B. A corrida foi efetuada sob condigdes padrdes do
equipamento (descritas no manual) e o gel foi corado com 0,1% de “Comassie Blue” G-
50, em solugdio aquosa de metanol 25% e acido acético 5%. A disténcia percorrida, no
gel, por cada uma das proteinas foi medida, a partir da extremidade do gel (catodo), com
o auxilio cie um paquimetro. Os valores obtidos referentes as distincias percorridas
foram plotados versus o log do pH (ou pl) das proteinas padres (tabela 5). Construiu-se
um grafico, do qual foi possivel a obten¢io de uma equagdo de reta. Esta equacdo foi

empregada para o calculo do pl da ADSL-Lm.
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Tabela 5: “Kit” de proteinas padrio (Amersham Biosciences) utihzado para
determinagdo de pl (ponto isoelétrico).

Proteinas pL
Amilglucosidasse S35
Cormic MebyTRed” 375
Inibider de tripsina ) 455
o PlactaglobulnaA 10 52
Anidrase Carbdnica B {bovina) o 585 o
i Anidrase Carbénica B (humana) - M" ' 655 -
Mioglobulina banda dcida LT
__Mioglobulinabanda bésica 735
- Lentil Lectina 4cida _ % , 815 -
T e g
Lentil Lectina basica B8.65
_ Tripsonogénio T 83 T .

2.5.8 Ensaios de atividade enzimatica da ADSL-Lm para os substratos

adenilosuccinato (ADS) e SAICAR

Para os ensaios de atividade enzimatica da enzima ADSL-Lm, foi utilizada
enzima pura, obtida do segundo passo de purificagio (gel filtragio em Superdex 200,
descrito no item 2.3) e, portanto, eluida em tampdo fosfato de potassio SOmM, pH 7,8 ¢
NaCl 200mM.

As medidas foram realizadas em um espectrofotdometro UV-1650 PC
(Schimadzu), a 25°C, monitorando-se o decréscimo na absorbincia a 282nm por |
minuto. A diferenga no coeficiente de extingdo entre adenilosuccinato (ADS - substrato)
e AMP (produto) é 10000M™ cm™ (Lee et al., 1997).

Com o intuito de trabalharmos sempre nas condigdes 6timas da enzima, ou seja,
onde ela deveria apresentar maior atividade, buscamos identificar a melhor condigdo de
reagdo antes de iniciarmos os testes para determinagio dos parimetros Cinéticos (Km,

Vinax € kear). Desta forma, algumas medidas foram realizadas variando-se:
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i) Concentragdo da enzima ADSIL-Lm

Partindo-se da mesma condigiio descrita por Lee et al. (1997), ao medirem a
atividade enzimatica da ADSL de Bacillus subiilis (tampdo HEPES 50mM, pH 7,0 e
60uM de adenilosuccinato), 3,0ul da en\Eima ADSL- Lm foram utilizados em diferentes
concentra¢des (0,5mg/ml; 0,25mg/ml; 0,125mg/ml e 0,06mg/mi).

ii) pH do tampdo

Mantendo a concentragio de enzima constante, foram testados tamp&es Tris/HCl
50mM, contendo 60pM de adenilosuccinato, em diferentes pHs (6,5; 7.0,75,80,85e
9,0).

iii) Temperatura

Fixando-se a concentragio final da enzima em 1,6nM e o tampido de reagio
(Tris/HCI 50mM, pH 8,5), foram feitas medidas em distintas temperaturas (20°C; 25°C,
30°C e 37°C). No entanto, para este ensaio, primeiramente testamos a estabilidade da
enzima nas temperaturas de 4°C; 10°C; 20°C; 25°C, 30°C e 37°C. Isto foi feito, com o
auxilio de um termociclador, incubando-se a proteina por 2 minutos em cada uma das
temperaturas e medindo-se sua atividade apos este tempo.

Uma vez determinada a melhor condigdo de reagdo, ensaios variando-se a
concentragio do substrato ADS (1pM; 2uM; 4pM; 6uM; 8uM; 10uM; 15uM; 20uM;
30uM; 40uM; 50uM; 60pM; 80pM e 100uM) foram realizados, a fim de se calcular os
parimetros cinéticos da ADSL-Lm. O substrato foi diluido para atingir as diferentes
concentragdes no mesmo tampdo das reagdes.

Foram realizadas pelo menos 3 medidas para determinagio da velocidade em

cada uma das concentragdes do substrato estudada. O coeficiente angular das curvas foi
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determinado por regressdo linear ¢ a meédia desses valores foi utilizada para construgio
dos graficos de Michaelis-Menten (V' x [S]), que resulta numa curva do tipo hipérbole, €
do duplo-reciproco (1/V x 1/{S]), que resulta numa reta. O calculo dos valores de K e
Vnax, partindo-se do grafico de Michaelis-Menten, foram realizados através de regressao
nio linear utilizando o programa SigmaPlot (Charland, 1995). Do grafico duplo-
reciproco obtivemos a equagio da reta que nos permitiu calcular tais valores.

Para os testes de atividade enzimatica da ADSL-Lm com o composto SMéAR
(que é substrato desta enzima na via de sintese de novo), foi utilizada enzima pura obtida
do segundo passo de purificagdo (gel filtragdo em Superdex 200) e, portanto, eluida em
tampdo fosfato de potassio S0mM, pH 7.8 € NaCl 200mM.

As medidas foram realizadas em um espectrofotdbmetro  UV-1650 PC
{Schimadzu), a 25°C, monitorando-se o decréscimo na absorbdncia a 265nm por 1
minuto.

Com o objetivo de trabatharmos nas mesmas condigdes otimas j estabelecidas
para o substrato adenilosuccinato, a fim de comparagdes, o tampéo da medida consistiu
de 70uM de SAICAR em 50mM de Tris-HCl, pH=8,5. Trés microlitros da enzima a
0,06mg/ml foram utilizados. Cabe ressaltar que foi feito um teste de atividade com o
substrato adenilosuccinato, empregando-se a mesma amostra de ADSL-Lm utilizada

para os ensaios com SAICAR. a fim de checar se a enzima estava ativa.

2.5.9 Cristalizacdo da ADSL-Lm com cauda de histidina

Os primeiros ensaios de cristalizagio foram realizados com a ADSL-Lm

contendo a cauda de histidina. Partindo-se de novas preparagdes, as fragbes provenientes
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de cromatografia por gel filtragdo (~2,5ml) contendo enzima pura foram agrupadas e
dialisadas contra quatro trocas de 250ml do tampéo fosfato de potassio SmM, pH 78 ¢
NaCl SmM. A amostra dialisada foi entfio concentrada até 10mg/ml. Com o intuito de
buscar uma condigio promissora para cristalizagio da ADSL-Lm recombinante, foi feita
uma varredura com varios tampdes, contendo diferentes agentes precipitantes dos
Fatoriais “Crystal Screen Reagent Formulation I”, “Crystal Screen Reagent Formulation
I[”, “Grid Screen Ammonium Sulphate”, “Grid Screen PEG/6k”, “Grid Screen NaCl” e
“Quik Screen” (Hampton Research). Além disto, também utilizamos as mesmas
condigdes de cristalizagdo j& descritas para ADSLs de outros organismos (Redinbo ef
al., 1996; Toth & Yeates, 2000; Toth et al., 2000): §) 0,1M Acido Citrico pH 5,0 e 15%
de PEG 4000; ii} 0,1M Acetato de Sodio pH 4,5 e (0,2%, 0,3% e 0,4%) de PEG 4000;
iii) 1,5M Sulfato de Aménio e 0,1M de MES pH 5,8; iv) 0,1M Bicina pH 9,0, SmM de
AMP e 1,8M Sulfato de Amonio. -

A cada pogo de cristalizagdo foram adicionados 500ul de solu¢io precipitante,
Em uma laminula siliconizada fez-se uma gota contendo 3ul de solugdo precipitante
(solugio do pogo) mais 3} da solugiio de proteina, sendo esta laminula vedada na borda
do pogo usando graxa de vacuo. Os primeiros ensaios de cristalizagfio foram realizados a
temperatura de 18°C.

Com base nos resultados desta primeira varredura, que resuitou num total de 200
condigdes testadas, enfocamos 0s novos ensaios no refinamento de 4 condigdes (tabelas

6,7,8e9):
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Tabela 6: Refinamento da condigio fosfato de Na/K 1,4M, pH 6,3

pH/MJNak 58 60 62 64 66 68
[1.0M]
{1,2M]
[1.4M]
[1.6M]

Tabela 7: Refinamento da condigiio sulfato de aménio 1,6M, Tns 0,1M, pH 8,0

[MISA/PH _[1,2M] ] [1AM] [16M] [1.8M] [20M] [22M]
7.0

75 {

|

f

8.0
85

|
l
E
l

Tabela 8: Refinamento da condigiio sulfatc de amodnio 1,6M, dioxano 10% (v/v), Mes
0,IM, pH 6,5

%diox’pH 6% 8% 10% 12% 14% 16%
55
6,0
6,5
0,7

Tabela 9: Refinamento da condi¢iio 0,1M Acido Citrico pH 5,0 e 15% de PEG 4000

pHPPEG 12% 13% 4% 15% 16% 17%
45
5,0
3,5
6,0

Estes refinamentos (96 condigdes) foram realizados a 18°C e com gotas
suspensas de 6,0ul (3,0l de proteina + 3,0ul da solugido do pogo).

Nz tentativa de obtengio de cristais da proteina melhor formados e que
conseqilentemente difratassem a mais alta resolugdo, estas mesmas 96 condigdes de
refinamento foram repetidas, mas desta vez concentrando-se a proteina na presenga de

AMP 100uM, que é um produto da reagdo catalisada pela enzima ADSL. Ainda com o
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objetivo de obtermos melhores cristais foram também montadas 48 gotas, a 18°C,
utilizando o “Screen Aditive 2" (Hampton Research): 24 gotas com a solugio da
condigio n? 23 do “Crystal Screen II” e 24 gotas com a condigio C3 do “Quik Screen™.
Neste caso, utilizou-se a proteina recombinante 2 10mg/ml em tampdo fosfato de
potassio SmM, pH 7,8; NaCl 5SmM e AMP 100pM, e foram feitas gotas sentadas de
10,0pl, seguindo instrugdes do fabricante:

- para aditivos ndo volateis: no pogo foi colocado 1ml da solugio de uma das
condigBes citadas acima e a gota sentada foi feita com 5pt da solugio do pogo: 4ul da
proteina: 1l do aditivo

- para aditivos volateis; no pogo foi colocado 900ul da solugdo de uma das
condigdes citadas acima, juntamente com 100ul do aditivo e a gota sentada fo1 feita com
5ul da solugdo do pogo: Sul da proteina

Nesta etapa do projeto, iniciamos novos ensaios utilizando ADSL-Lm pura a
10mg/ml em tampdo 5mM fosfato de potassio, pH 7,8, SmM NaCl e 100uM de
adenilosuccinato (ADS, substrato da reag3o catalisada pela enzima na via de
recuperagio).

Primeiramente, realizamos um teste sugerido pelo Dr. Alexander Goiubev
(Petersburg Nuclear Physics Institute, Russia) para identificagio da concentragio de
PEG que leva a precipitagdio da proteina e com isto rastrear condigSes de cristalizag3o,
utilizando concentragdes de PEG abaixo da determinada. A idéia é diminuir o niimero de
pardmetros em teste durante o ensaio de cristalizagdo, o que pode facilitar na escolha do

caminho a seguir. Este teste de precipitagio consiste emn misturar o PEG a proteina para
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determinadas concentragGes finais e verificar, apés 30 minutos, a presenga de
precipitado na solugfo sob a luz de um microscopio.

Gotas de volumes de 6-10ul contendo diferentes proporgdes de proteina : 40%
PEG 8000 (5:1, 5:2, 5:3, 5:4, 5:5) foram dispostas em laminulas e as mesmas foram
vedadas sobre pogos da placa de cristalizagiio, a fim de evitar evaporacio durante o
tempo de espera. Uma vez detectada a concentragiio final de PEG que gerou precipitado,
foi feita uma placa com gotas de 6ul (3:3) a 18°C, mantendo-se fixa a concentracdo de
PEG que ndo gerou precipitado “imediato” e variando-se, nas gotas, a for¢a idnica do

tampdo e o pH da solugio (tabela 10):

Tabela 10: Condigdo 8% PEG 8000 e variagio da forga ibnica do tampio (horizontal) e
do pH (vertical).

pH/M] tampgo _[0,2M} [0,25M} [03M] [035M] [04M] [0.45M]
8,5 E
70 1
75 |
8.0 i

Com base nos resultados obtidos, optamos por investir em apenas uma condigio
(1,6M de sulfato de aménio, MES 0,IM, pH 6,5 e 10% dioxano), na qual cresciam
cristais que difratavam até aproximadamente 3A.

Na tentativa de se diminuir a taxa da velocidade de difusdo de vapor (entre a gota
e a solugdo do pogo), reduzir a nucleagio e, conseqiientemente, levar a formagéio de um
cristal maior, o uso de dleos para cobrir a superficie da solugio do pogo e técnicas de

“microseeding” e “macroseeding” foram empregadas.
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Foram feitas gotas sentadas de 10,0ul em tomno da condigdo 1.6M de sulfato de
aménio, MES 0,1M, pH 6,5 e 10% dioxano: 800ul da solugdo de cnstalizagdo foram
colocados no pogo e apds a retirada de Sul desta solugiio que foram misturados com 5pl
da proteina (10mg/ml em tampdo fosfato de potassio SmM, pH 7.8; NaCl SmM e ADS
100pM), 200ul do dleo foram pipetados acima da superficie da solugdo do pogo. Foram
montadas 3 placas (tabela 11), a 18°C, cada uma, com um tipo de 6leo diferente:
parafina, silicone ou “Al’s” (Hampton Research). Este dltimo € uma mistura 1:1 de

parafina com silicone.

Tabela 11: Refinamento da condigdo sulfato de amdnio 1,6M, dioxano 10% (v/v), Mes
0,1M, pH 6,5 para os testes com os 3 tipos diferentes de 6leos

SAfudiox [1.2M} [13M] [1AM] [1.5M] [1.6M] [L,7M]
8%
9%
10%
11%

Para os experimentos de semeadura, ADSL-Lm pura a 2,5mg/mi, Smg/ml e
10mg/ml (tampdo fosfato de potassio SmM, pH 7,8; NaCl SmM e ADS 100pM), foi
utilizada na montagem das gotas que ficaram equilibrando por 16 horas, a 18°C, antes
que as sementes fossem introduzidas.

Para “macroseeding”, foram feitas 6 gotas sentadas de 10,0ul (5ul de proteina :
5ul de solugdo 1,6M de sulfato de amdnio, MES 0,1M, pH 6,5 e 10% dioxano). Em cada
gota foi introduzido um cristal (previamente lavado) que havia crescido na mesma

solugdo de cristalizagdo, partindo-se de 10mg/ml de proteina.
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Para “microseeding” utilizou-se o sistema “Seed Bead” (Hampton Research),
conforme instrugdes do fabricante descritas abaixo :

i) 50ul da solugio estabilizadora (no caso, a mesma condigdo de cristalizagHo,
porém sem protéina), foram pipetados em um tubo tipo “eppendorf” de 1,5ml, contendo
o “seed bead”

i) um cristal foi removido da gota original (solugio 1,6M de sulfato de aménio,
MES 0,1M, pH 6,5 e 10% dioxano com 10mg/mi de proteina) e colocado no tubo

iii) este tubo foi entdo vortexado por 90 segundos para trituragdo do cristal

iv) 450pl da solugiio estabilizadora foram pipetados no tubo contendo as
sementes (diluigdo 1). Partindo-se desta solugdo, foram feitas mais 2 diluigGes
consecutivas, utilizando-se a solugdio estabilizadora, nas proporgdes de 1:5 (diluigdo 2) e
1:10 (diluigdo 3).

Para estes ensaios foram feitas 6 gotas sentadas de 10,0ul (Sul de proteina : Sul
de solugio 1,6M, MES 0,1M, pH 6,5 ¢ 10% dioxano). Na primeira gota fo1 adicionado
0,2ul da solugio diluigio 1 (proteina a 2,5mg/ml), na segunda, 0,2ul da diluigiio 1
(proteina a 10mg/ml), na terceira da diluigdo 3 (proteina a 2,5mg/mi), na quarta da
diluicio 3 (proteina a 10mg/ml), na quinta da dilui¢io 2 (proteina a 2,5mg/ml) e na
ultima da dilui¢io 2 (proteina a 10mg/ml).

Além destas estratégias, também fot realizado um refinamento mais acurado da
condigio 1,6M de sulfato de amdnio, MES 0,1M, pH 6,5 ¢ 10% dioxano (tabela 12),
utilizando-se ADSL-Lm 4 10mg/ml em tampdo fosfato de potassio SmM, pH 7.8; NaCl
5mM e ADS 100uM. Para tanto, duas placas com gotas suspensas de 6ul (3:3) foram

feitas, uma foi colocada a 4°C e a outra a 18°C.
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Tabela 12: Refinamento da condigiio sulfato de aménio 1,6M, dioxano 10% (v/v), Mes
0,1M, pH 6,5 para os ensaios a 4°C e 18°C.

SAMediox [135M] [14M] [145M] [LSM] {L55M] [1.6M]
8%
9%
10%
11%

2.3. 10 Cristalizacdo da ADSL-Lm sem cauda de histidina

Embora a cauda de histidina nio tenha dificultado a cristalizag8o da enzima
ADSL-Lm, os cnstais nfio difrataram & alta resolugio. Portanto, experimentos de
clivagem da cauda de histidina com EKMax em grande escala, para posterior
cristalizagdo, foram também realizados.

Com base nos resultados dos ensaios de clivagem (item 2.4.5), foi feita uma
reagio contendo 8,0mg de proteina recombinante (em tampio B), 1.800U de EKMax,
1,8ml de tampio EKMax 10X e 8,35ml de HO milliQ. Esta reagdo foi mantida a 18°C
por 24 horas.

Para purificagdo da ADSL clivada, foram acrescentados, ao tubo contendo o
volume de reagdo, 6m] de resina “Ni-NTA Superflow” (Qiagen) ja equilibrados em
tampdo B. O conteido foi homogeneizado lentamente, invertendo-se o tubo, a
temperatura ambiente por 25 minutos. Em seguida, este volume foi colocado em uma
coluna vertical de plastico de 20ml e aguardou-se até o empacotamento da resina.
Coletou-se o “void”, no qual ha proteina sem cauda de histidina e que portanto, nio se

.

ligou & resina. O volume total do “void” foi entdo dialisado, a 4°C, utilizando-se

“Spectra/Por Molecularporous Dialysis Membrane™ (Spectrum — 12 a 16kDa), contra
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quatro trocas de 500ml do tampdo B (fosfato de potassio SmM, pH 7,8; NaCl SmM e
AMP 100uM), para retirada dos reagentes contidos no tampio EKMax. A amostra
dialisada foi concentrada por ultracentrigugacio até 7,0mg/ml. O volume final obtido foi
suficiente para montarmos 101 gotas suspensas de 4,0pl cada uma (2,0pl de solugio do
pogo + 2,0ul de proteina). Para os ensaios de cristalizagio foram empregados os
Fatoniais “Crystal Screen Reagent Formulation I e “Crystal Screen Reagent
Formulation II” (Hampton Research) e 3 gotas foram montadas das 3 condigbes que
foram refinadas por apresentarem cristais da ADSL-Lm com cauda de histidina. A cada
pogo de cristalizagio foram adicionados 500pul de solugiio precipitante e os ensaios
foram realizados a temperatura de 18°C.

Levando-se em considera¢io os resultados desta primeira varredura, 24 gotas
foram montadas com ADSL-Lm sem cauda, para refinar a condigio n® 23 do “Crystal
Screen II’- sulfato de aménio 1,6M, dioxano 10% (v/v), Mes 0,1M, pH=6.5, como
descrito na tabela 12.

Considerando-se a cristalizagio da ADSL-Lm tanto com cauda quanto sem cauda

de histidina mais de 720 gotas foram montadas, como pode ser observado na tabela 13.
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Tabela 13: Resumo do nimero de experimentos realizados para a cristalizagiio da
_ADSL-Lm, totalizando 721 gotas.

IE:T:;;:: Experimento de cristalizacfio
194 anexra vamadura comn o3 Fatonals da Hampton :
6 e Cond;q:ﬁes de cnstahzagﬁo ja dcscntas para ADbLs de outros 6rgamsmos o
96 o Rctmamentos de COHdeﬁeS pmmjssoras _ B B
% Reﬁnamentos de condlgoes promissoras + IOOuMAMP (pmduto)
A UKir deaditivo da Hampton
A T Teste oom PEG
72 B Uso de dleos
Az . Semeadura (“macro ¢ microsoending”) :
A ' Reﬁnamento mais acurado da condu;ﬁo sulfato de aménio, dloxano € MES a 18°CM:
4 |\ Refinamento mais acurado da condl(,:ﬁo sulfato de aménio, dioxano € MES a 4°C -
125 ... Cnstalizaglioda ADSL-Lm sem cauda de histidina

OBS: Para cada tentativa de obtengiio de melhores cristais variando as condiges
de cristalizagdio (tanto da ADSL-Lm com cauda, quanto sem cauda), foram realizadas
novas preparagdes, com o intuito de utilizarmos sempre proteina pura e fresca, uma vez
que a ADSL-Lm perde sua atividade se congelada a -20° ou -80°C (dados ndo
mostrados).

Em todos os passos nos quais houve necessidade de se determinar a concentragio
protéica, foi empregado o método de “Bradford” (Bradford, 1976), usando uma curva
padriio da proteina albumina bovina com concentragdes conhecidas.

Os cnistats foram montados em “loops” e mantidos constantemente em fluxo de
nitrogénio gasoso, que foi soprado sobre o cristal com uma temperatura controlada de
100K. Para impedir a formagio de gelo durante o resfriamento do cristal, a soluggo de

crescimento do cristal foi substituida por solugiio crio protetora constituida pela mesma
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solugio mde, mas acrescida de 20% de etilenoglicol. Condigdes com 10%, 15% e 20%

de glicerol e etilenoglicol foram testadas.

2.5.11 Coleta e processamento de dados de difracdo de raios-X

As etapas de processamento dos dados e as que seguem até a resolugdo da
estrutura cristalogrdfica da ADSL-Lm foram realizadas em colaborag¢do com a Dra.
Adriana Rojas e com o Dr. Ronaldo Nagem, que na época eram alunos do professor

Dr. Igor Polikarpov, membro do nosso grupo.

Os cristais de ADSL-Lm foram congelados no nitrogénio liguido, com uma
solugiio crioprotetora, contendo 20% de etilenoglicol e coletados a temperaturas
criogénicas (100 K) em fluxo de nitrogénio. Foram preparados dois cristais derivados
(um de césio e um de gadolinio), utilizando-se o meétodo de quick cryo-soaking (Dauter
et al., 2000; Nagem et al., 2001). Para o preparo do derivado de césio, os cristais foram
mergulhados na solugdo crnioprotetora contendo 0,5M de CsCl, por 4 minutos e para o
preparo do derivado de gadolinio, os crstais foram mergulhados na solugio
crioprotetora contendo 0,125M de GdSQO., por 10 minutos. As coletas de dados de
difragdo de raios- X foram realizadas em trés fontes de raios-X diferentes:

i) Um conjunto nativo foi coletado no Laboratorio de Cristalografia de Proteinas
do Centro de Biotecnologia Molecular Estrutural - IFSC/USP (Sio Carlos), utilizando-se
um gerador do tipo dnodo rotatério RIGAKU ultraX 18 e uma placa de imagem

MAR345 dtb, a um comprimento de onda de 1,542A (Cu-K,);
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#) Trés conjuntos (dois nativos e um derivado de gadolinio) foram coletades na
linha de Cristalografia de Proteinas do Laboratorio Nacional de Luz Sincrotron (LNLS,
Polikarpov et al., 1998), usando uma placa de imagem MARS345 dtb, a um comprimento
de onda de 1,42A.

i) Um conjunto derivado de Césio foi coletado na linha 17 do APS (Advanced
Photon Source, Argonne National Laboratory USA), usando uma fonte de luz sincrotron
e um detector do tipo Quantum 4, a um comprimento de onda de 1,774

Os conjuntos de dados foram obtidos através do método de rotago (Ap = 1°). As
imagens foram processadas com os programas MOSFLM/SCALA (Leslie, 1992; Evans,
1997), DENZO e SCALEPACK (Otwinowskt & Minor, 1997).

Uma vez definido o grupo pontual, a determinagio do grupo espacial correto foi
feita através da analise das extingBes sistematicas catalogadas na “International Tables
for Crystallography” Vol. A (Kluwer Academic, 1996).

O nimero de moléculas presentes na unidade assimétrica foi estimado utilizando-
se 0 programa Matthews coeff (Collaborative Computational Project Number 4, 1994),

que faz uso da metodologia proposta por Matthews (Matthews, 1968).

2.5.12 Obtencdo das fases

Para o processo de substituigio molecular, utilizamos trés modelos de ADSLs, ja
resolvidas, que na época eram os tunicos depositados no PDB (“Protein Data Bank”).
ADSL de Termotoga maritima (codigo de acesso ao PDB 1¢3c), ADSL de Pyrobaculum
aerophilum (PDB 1dof) e Bacillus subtilis (PDB 1f10). Foram realizadas tentativas com

mondmeros, dimeros, neste caso com os dois tipos de dimeros (um formado pelos
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mondmeros A e B e 0 outro pelos mondémeros A e C) e tetrimeros das respectivas
estruturas (ver figura 5), utilizando-se os programas AMoRe (Navaza, 1994), MOLREP

(Vagin & Teplyakov, 1997) e BEAST (Read, 2001).

Figura 5. Modelos da ADSL usados na substitui¢io molecular. Em a) mondémero, em
b) dimero composto pelas cadeias A e B, em ¢) dimero composto pelas cadeas AeCe
em d) tetrimero.
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Figura 6. Dominio conservado da ADSL. Este “core” também foi empregado como
modelo no processo de substitui¢iio molecular.

Embora a porcentagem de identidade seqiiencial entre 2 ADSL-L.m ¢ as ADSLs
citadas acima que se mconh'as}am, na época, disponivets no PDB seja menor que 40%
(tabela 14), tem sido descrito um dominio bastante conservado (“core”) entre as
estruturas das ADSLs (Toth & Yeates, 2000) e portanto, este dominio foi utilizado em
novas tentativas de substitiicio molecular (figura 6). Além disto fo1 construida uma

cadeia de polialaninas deste dominio, que foi também empregada como modelo.

Tabela 14: Porcentagem de identidade segiiencial entre ADSL-Lm e as demais
- depositadas no PDB.

: Aﬁw ﬁ;d;g e < ._- . Ld;,dw T : e ;m.,,,,,f, A__‘_k __—m_ggq ném}iai_

" ADSL-Lin ¢ ADSL T (Termoioga markima) | T o
ADSL~LmeA_DSI;§§ (Pyrobaculum aemphilum)rﬁm . T - 26% ‘ '

N

TADSL-Lm ¢ ADSL-Bs (Bacilhus subtitisy 1 2%
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Para o processo de substituigio isomorfa, com contribuigdo de sinal andmalo,
foram utilizados os conjuntos derivados de césio e gadolinio e foram empregados os
segumtes programas: #§) SHELX (Schneider & Sheldrick, 2002), para encontrar as
posigbes dos atomos pesados no cristal; /i) SHARP (La Fortelle & Bricogne, 1997) para
determinar as fases; i) DM e SOLLOMON (Cowtan, 1994; Abrahams & Leslie, 1996)
para methorar a qualidade das fases; iv) RESOLVE (Terwilliger & Berendzen, 1999) e
ARP/wWARP (Perrakis et al., 1999), para construir automaticamente o modelo da ADSL-
Lm dento do mapa de densidade. A visualizagio do mapa de densidade eletronica e do
modelo foi realizada com os programas graficos “O” ¢ COOT (Jones et al., 1991;

Emsley & Cowtan, 2004).

2.5.13 Construcdo ¢ reﬁr;tamento do modelo

Considerando-se que as fases foram obtidas para 2.8A, uma vez que esta é a
resolugido do cristal derivado, os dados do cristal nativo coletado no IFSC foram usados
para extensdo do faseamento até 2.2A, buscando melhorar a construgio do modelo.
Assim, através do uso de simetria cristalografica e ndo cristalografica foi possivel
montar varios modelos intermediarios até a construgdo final do modelo.

Ciclos de refinamento com a programa REFMAC (Collaborative Computational
Project Number 4) foram alternados com modifica¢tes manuais do modelo através da
inspecdo dos mapas de densidade eletronica 2Fobs - Feale, acalc, e Fobs - Fealc, acalc,
usando os programas “0” e COOT. A verificagio da qualidade da estereoquimica do

modelo foi efetuada com o programa PROCHECK (Laskowski er al., 1993).

GO DE BIBLIOTEC*

"SC'USP SERW;NFORMACAO
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Complementacio funcional

Neste experimento o gene ads/ de L. major foi introduzido na linhagem mutante
de E. coli JK268, via plasmideo recombinante pSK'/adsl-Lm. Para tanto, a fase aberta de
leitura (ORF) do gene adsl-Lm (1440pb) foi amplificada através de PCR, como pode ser

observado na figura 7.

Figura 7: Amplificacio por PCR do gene adsi-Lim para experimentos de
complementagiio funcional. Gel de agarose 1% TAE 1X mostrando um fragmento de
aproximadamente 1440pb, referente 2 amplificagio da fase aberta de leitura (ORF) do
gene de interesse (coluna 2). Coluna 1:padrio de peso molecular em pares de base (pb).
O produto de PCR e o plasmideo pBluescript It SK* foram purificados do gel,
submetidos 2 digestdo com as mesmas enzimas de restrigio (Xbal e Hindlll) e entdo a

reagio de ligagio. Células competentes de E. coli DHSa foram transformadas com o

produto da reagiio de ligagio (pSK' + gene adsl-Lm). O sequenciamento de DNA dos
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clones recombinantes positivos revelou que o gene estava em fase e livre de mutagiio
(dados néio mostrados), um dos clones foi escolhido para transformagio de cepas JK268.'
A estratégia adotada para verificar se estas cepas continham o plasmideo recombinante
nos mostrou que as bactérias JK268 foram eficientemente transformadas e, portanto,

passaram a ser portadoras do gene ads/ de L. major (figura 8).

1 2 3 4 5 6 7 8

1000bp

Figura 8: Bactérias JK268 contendo o plasmideo recombinante (pSK' /adsl-Lm). Gel
de agarose 1% TAE 1X. Coluna 1: padrdo de peso molecular, em pares de bases.
Colunas 2 a 8: produto de PCR indicando que estes clones contém o inserto (seta a).

Bactérias JK268 transformadas com a construgdo recombinante (pSK/adsi-Lm)
apresentaram um bom crescimento em meio minimo M9 suplementado com 0,5% de
glicose, 0,1% caseina 4cida hidrolisada, 0,2ug/ml de tiamina e 50pg/ml de triptofano
(figura 9). Estes resultados indicam que houve complementacio funcional do gene ads/-
Lm no genona desta linhagem mutante de bacténa. Tais resultados sdo reforcados se
comparados com a auséncia de crescimento das bactérias JK268 transformadas apenas
com o vetor (pSK' sem o inserto) em meio minimo (M9) contendo as mesmas

suplementagdes (Figura 9).
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JR268
PSK adst

Figure 9: Complementacao functional do gene adsl-Lm no genoma da bactéria
mutante JK268. Crescimento da bactéria transformada com o plasmideo recombinante
(pSK ' /adsl-Lm) em meio minimo M9 sélido (A) e liquido (B), contendo os antibioticos
apropriados e suplementados com 0,5% de glicose, 0,1% caseina acida hidrolisada,
0,2pg/ml de tiamina e 50pg/ml de triptofano apés 24 horas de incubagio a 37°C. Células
JK268 transformadas apenas com o vetor (pSK' sem o inserto) também foram
inoculadas e ndio cresceram no mesmo meio. Estes resultados demonstram claramente

que o gene adsl-Lm pode complementar efetivamente a mutacio purB58 das cepas de F.
coli JK268.

Com o intuito de corroborar os resultados obtidos da complementagio funcional
e de verificar se a ADSL de L. major era capaz de converter o composto SAICAR
(substrato da reagdo da enzima ADSL na via de sintese de novo de purinonucieotideos),
ensaios de atividade enzimatica da ADSL-Lm também foram conduzidos, utilizando-se
SAICAR (que nos foi gentilmente cedido pelo nosso colaborader). Estes resultados

encontram-se apresentados e discutidos no item 3.3.5.

3.1 Expressio e purificacio da enzima ADSL-Lm
Experimentos de ofimizagio da expressio da proteina ADSL-Lm na fragdo
solivel envolveram variagio na temperatura de indugdo (25°C e 37°C) e na concentragio

final do indutor IPTG (0; 10uM; 100pM; 500pM e 1mM). Os resultados revelaram que
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embora a ADSL-Lm seja expressa na fragdo insoluvel, uma boa quantidade de ADSL-
Lm presente no sobrenadante foi obtida apds indugdo da expressdo protéica com 1IPTG
100uM, por Shoras, a 25°C. Uma vez determinada a melhor condigdo, partiu-se para a
sua expressio em grande escala, utilizando-se um litro de meio de cultura. O
sobrenadante do extrato bruto lisado foi submetido a técnica de IMAC, empregando-se a
resina “Ni-NTA Superflow” (Qiagen). Este primeiro passo de purificacio da ADSL-Lm
mostrou-se bastante eficiente, pois grande quantidade de proteina recombinante pode ser
obtida, quando a coluna foi lavada com tampdo de eluigio (imidazol 500mM). Além
disso, a amostra eluida apresenta um alto grau de pureza (figura 10). A quantidade total
de proteina resultante desta etapa (ADSL-Lm + contaminantes), estimada por
“Bradford”, foi de aproximadamente 45mg a partir de 1 litro de cultura.

A amostra eluida da coluna de afinidade foi dialisada contra tampdo A (fosfato
de potassio S0mM, pH 7,8 e NaCl 200mM), concentrada e submetida 2 um segundo
passo de purificagdo, utilizando-se a coluna de gel filtragio HiPrep 16/60XK Superdex
200 (altima coluna da figura 10). O perfil cromatografico apresentou um Gnico pico que
se inicia em 55ml e se estende até 68ml. O valor maximo da absorbéncia a 280nm foi

registrado em 62.45ml (figura 11).
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20 e

Figure 10: Expressio e purificacio da ADSL-Lm. Gel de poliacrilamida 15% SDS-
PAGE mostrando que a purificagio da ADSL-Lm foi realizada usando primeiramente
uma cromatrografia de afinidade em coluna de Ni-NTA e posteriormente uma gel
filtragio em coluna 16/60 XK Superdex 200. Coluna 1: marcador de peso molecular.
Coluna 2: extrato bruto antes da indugfio. Coluna 3: fragdo msolivel. Coluna 4: fragéo
solivel. Coluna 5: “void” da fragio solivel que passou pela resina da coluna de Ni-
NTA. Colunas 6 e 7: lavagens com 25mM de imidazol. Coluna 8: eluigio da proteina de
fusio ADSL-Lm com 500mM de imidazol Coluna 9: fragio do pico de eluigio da
cromatografia de exclusio molecular. A seta indica o tamanho esperado da proteina
ADSL-Lm recombinante em SDS-PAGE (~56kDa).
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Figura 11: Cromatograma mostrando o perfil de eluicio da proteina recombinante,
proveniente da coluna HiPrep 16/60XK Superdex 200 (Amersham Biosciences). O
topo do pico, cujo valor da absorbdncia a 280nm é maximo, se refere a0 volume de
eluigio da ADSL-Lm equivalente a 62,45ml.

Absarbancia a 280nm
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3.3 Caracterizacio bioquimica e estrutural da enzima recombinante ADSL-Lm.

3.3.1 Determinacdo do peso molecular da ADSL-Lm por cromatografia de

exclusdo molecular

A coluna HiPrep 16/60XK Superdex 200 (Amersham Biosciences) foi também
empregada visando determinar o peso molecular aparente da enzima ADSL-Lm
recombinante, e conseqiientemente, sua forma oligomérica. Para tanto, a coluna for pré-
calibrada com um conjunto de marcadores de peso molecular, como descrito na sessdo
de Materiais e Métodos e as corridas das proteinas padrdes e da ADSL-Lm foram
realizadas obedecendo as mesmas condi¢des (de tampdo, fluxo, volume de amostra
aplicado & coluna e monitoragio da absorbincia a 280nm).

O volume de elui¢io do Blue Dextran 2000 foi de 48,43ml, determinando-se
assim o “void” (V,) da coluna. As proteinas utilizadas como padrdes de peso molecular,
seus respectivos volumes de eluigdo (V.) e valores de Kav encontram-se na tabela 15.

Tabela 15: Proteinas utilizadas para calibragdo da coluna HiPrep 16/60XK Superdex
200 e seus respectivos volumes de eluigdo e valores de K,

Padries de MW MW (kDa) 3 V.mh 0 Ka
Treoglobulna 669 o 5356 0,0716 o
i - 17
Caalase 232 6930 i 02916

Aldolase | 158 ! 71,73 03255
Ovalbumina 43 F8635 05298

: Ribonuclease A 13 101,77 i 0,7452
"~ MW = “Molecular Weight” (peso molecular)

Partindo-se do K,, de cada proteina padrio e do log de seu peso molecular,
construiu-se um grafico de regressio linear, apresentando uma equacio da reta que

descreve o comportamento da curva como sendo y = -2,5848x + 3,0396 (figura 12).
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Curva de calibragdo - HiPrep 1680XK Superdex 200
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Figura 12: Curva de calibracio da coluna Superdex 200. Os quadradinhos pretos
indicam os pontos na curva referentes s proteinas padrbes e o asterisco vermelho
referente a ADSL-Lm. A equagéo da reta é representada y = -2,5848x + 3,0396.
Utilizando-se a equagfio da reta, foi possivel determinar o valor de LogMW,
equivalente ao V. = 62,5ml ¢ a0 Ko = 0,1958 da ADSL-Lm. Desta forma, o peso

molecular aparente desta enzima foi estimado como sendo de 341kDa, correspondente a

um heximero, se considerarmos que o mondmero possui 56kDa.

No entanto, a forma oligomérica hexamérica, estimada através deste
procedimento, nio é consistente com os dados disponiveis na literatura, os quais
descrevem a ADSL como pertencente a uma familia de enzimas homotetraméricas (Toth
& Yeates, 2000). As estruturas tridimensionais desta mesma enzima de outros
organismos como Thermotoga maritima e Pyrobaculum aerophilum ja foram resolvidas

e confirmam tratarem-se de homotetrdameros (Toth & Yeates, op.cit; Toth ef al., 2000).
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Esta inconsisténcia entre nossos dados experimentais (ADSL de Leishmania major) e os
disponiveis na literatura, de proteinas homologas, pode ser explicada pelo fato de que a
metodologia comparativa empregada assume a mesma relagdo entre forma molecular e
peso molecular para as proteinas que estio sendo anahsadas e as proteinas padroes.
Todas as proteinas fornecidas pelo “kit” de calibragdo da coluna apresentam, em uma
boa aproximagio, formas globulares. Assim, proteinas ndo globulares que estio sendo
submetidas a este tipo de estudo, como pode ser o caso da ADSL-Lm, podem apresentar
pesos moleculares aparentes que ndo se correlacionem bem com a curva de calibragio
empregada, portanto, o valor de peso molecular calculado para ADSL-Lm eluida da

coluna de gel filtra¢io ndo esteja se adequando perfeitamente ao esperado.

3.3.2 Estudo do estado de olicomerizacio da ADSI através de “‘Dynamic Light

Scattering "' (DLS)

Diferente da cromatografia por gel filtragdo, a determinagio do peso molecular
aparente e da forma oligomérica da enzima recombinante ADSL-Lm, através de DLS,
foi consistente com os dados tedricos. As medidas de DLS, da amostra contendo ADSL,
resultaram num raio hidrodinimico médio de 6,03nm, como mostrado pelo histograma
da figura 13A. A partir deste raio, foi possivel estimar que o peso molecular da proteina
é de 225kDa (figura 13B). Este valor € equivalente a uma forma oligomérica
homotetramérica, uma vez que o mondmero de ADSL-Lm recombinante possui um peso

aproximado de 56kDa.
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Além disso, esta metodologia também mostrou que a amostra se apresentou
monodispersa, o que pode ser visto no perfil do histograma (figura 13A), podendo desta

maneira ser posteriormente utilizada nos ensaios de cristalizagio.
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Figura 13 Experimentos de DLS. A) Histograma representativo da média dos raios
hidrodindmicos (Rh) das moléculas da enzima recombinante ADSL-Lm, em solugio,
que sdo consideradas os centros espalhadores de iuz, num experimento de DLS. B)
Figura do programa utilizado para o calculo do peso molecular da ADSL-Lm. Partindo-
se do valor de Ry; 6,03 obtém-se o peso molecular equivalente a 225kDa.

3.3.3 Estudo do estado de oligomerizacdo da ADSI-Lm através de_eletroforese

em gel de poliacrilamida em condicdes nativas (ndo desnaturantes)

Duas concentragdes diferentes de proteina (1,86mg/mi e 3,0mg/mi) foram
aplicadas no gel e apresentaram o mesmo perfil eletroforético (figura 14). Considerando-
se 3 migragdo da ADSL_Lm, comparada a das proteinas padrdes, foi possivel observar
que a banda encontra-se proxima de 232 kDa e, portanto, correspondente a um tetrimero
(mondmero = 56kDa). A forma tetramérica evidenciada pelo gel nativo corrobora os
dados disponiveis na literatura, bem como os obtidos com espalhamento dindmico de luz

(DLS).
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Figura 14: Experimento de eletroforese nio desnaturante (gel native). Gel nativo de
poliacrilamida “PhastGel gradient media” 10-15%. A seta vermelha indica a banda
referente 3 ADSL-Lm. Coluna 1: padrio de peso molecular, Coluna 2: ADSL-Lm a
1,86mg/ml. Colunas 3 e 4: ADSLLma 3mg/ml.

3.3.3.Ensaios de clivagem da cauda de histiding com a enzima Enteroquinase e

Sequenciamento do N-terminal

Os experimentos de clivagem da cauda de histidina da ADSL recombinante, pela
enzima EKMax (Invitrogen), resultaram em algumas bandas de clivagem inespecifica
(mais claras) e em duas bandas mais aparentes no gel (figura 15). Estas duas bandas
mais fortes foram submetidas ao seqiienciamento N-terminal. Embora a melhor condi¢do
tenha sido estabelecida (18°C, 24 horas de incubagio, 4U da enzima EKMax : 20ug da

proteina ADSL-Lm recombinante}, a clivagem nao foi 100% eficiente.
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Figura 15: Clivagem da canda de histidina da ADSL-Lm recombinante, Gel de
poliacrilamida 15%. Coluna 1: padrio de peso molecular. Coluna 2: Amostra da ADSL-
Lm sem EKMax, controle negativo, € possivelmente, a banda se refere 4 proteina com
cauda (seta azul). Coluna 3: Amostra da ADSL, contendo EKMax, apés 24 horas de

incubagio, a 18°C. Como pode ser observado, ha proteina, provavelmente, sem cauda
(seta vermelha), mas a clivagem nio foi 100% eficiente, pois ainda resta proteina
recombinante (seta azul).

Como resultado do sedﬁencianwnto do N-terminal, realizado no laboratorio do
Prof Dr. Lewis Joel Greene (Centro de Quimica de Proteinas da Escola de Medicina de
Ribeiriio Preto/USP), obtivemos as seguintes seqiiéncias de aminoacidos:

i) para a banda indicada pela seta azul (figura 15) MRGXH, sendo esta
seqiiéncia equivalente ao N-terminal de uma proteina recombinante expressa, que foi
clonada ao vetor pCR T7/NT-TOPO, considerando que X equivale 2 uma S (serina).
Desta forma, a banda seqiienciada é reaimente da enzima ADSL-Lm recombinante.

ii) para a banda indicada pela seta vermelha (figura 15): DPTLMQLPSA, sendo a
seqiiéncia DPTL equivalente aos 4 aminoacidos apés o sitio de clivagem de EKMax (ver
figura 1 do capitulo HI). O restante, MXLPSA ¢é coincidente com o N-terminal da
proteina ADSL nativa (ver a seqiiéncia da proteina na figura 10 do capitulo HI),

considerando X, como uma S (serina).
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3.3.4 Determinacdo do ponto isoelétrico (el

O ponto isoelétrico da enzima recombinante ADSL-Lm determinado
experimentalmente foi de 6,07. A distincia no gel (figura 16), em relagio ao catodo,
percorrida pela ADSL-Lm foi de 23 4mm. Utilizando-se a equacio da reta (figura 17),
fot possivel determinar o valor de LogpH, equivalente ao pl=6,07. Este resultado
corrobora o pl tedrico da proteina (p1=6,04), que foi calculado com o programa

“ProtParam” (hﬁp://www_expasy.org/toois/protparam,hhnl).

pl JADSL

Figura 16: Determinacio do pf. Gel de poliacrilamida “Phast Gel IEF 3-9”, mostrando
a migragdo da ADSL-Lm. M: marcadores de pI com variagdo de 3,0 a 9,0. ADSL:
amostra pura da proteina, apresentando um pl de 607 (seta vermelha).
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Figura 17. Grifico do experimento de focalizacio isoelétrica da ADSL-Lm. Os
quadradinhos pretos indicam os pontos na curva referentes as proteinas padrbes ¢ a
cruzinha vermetha referente a ADSL-Lm. A equacdo da reta ¢ representada por Log pH
= 0,99857 — 0,0092 x D, onde D sdo as distincias, relativas a0 catodo, percorridas pelas
proteinas.
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3.3.5 Ensaios de atividade enzimdtica da ADSL-ILm para os substrailos

adenilosuccinato (ADS) e SAICAR

Para os testes de determinagfo dos parimetros cinéticos (Km, Vmax € Koat),
primeiramente buscamos identificar a methor condigio de reagdio, ou seja, as condigdes
otimas da enzima, onde ela deveria apresentar maior atividade. Os dados obtidos,
variando-se concentragdo da enzima, pH do tampéo e temperatura, demonstraram que as
reagdes (500 pul) devem ser realizadas com 3pul da enzima a 0,06mg/ml (concentragio
final equivalente a 1,6nM de ADSL-Lm), a 25°C, em tampio Tris/HCl 50mM, pH 85
(resultados ndo mostrados).

Uma vez determinada a melhor condigdo de reagdio, ensaios variando-se a
concentragio do substrato ADS (1uM; 2uM; 4uM; 6uM; 8uM; 10uM; 15uM; 20uM;
30uM; 40uM; SOuM; 60uM; 80uM e 100uM) foram realizados, a fim de se calcular os
pardmetros cinéticos (Kn, Vmax, Koa € eficiéncia catalitica) da ADSL-Lm.

Os pardmetros cinéticos Ky Vmax fca © eficiéncia catalitica (k../Kn) foram
obtidos do duplo-reciproco (figura 18A). A curva de Michaelis-Mentem evidenciou que

a ADSL-Lm apresenta uma cinética de Michaelis-Mentem (figura 18B).

0,7 7 y = 0,0006x% + 0,0735
R = 0,3962

Viax = 14,3umoles/min

0.4 K..= 10uM
0,3 K= 3325
0,2 KadK,=33x10° Mg

0 - T T T T T J
0 200 400 600 5040 1000 1200

1/[ADS] (1/mM)
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Figura 18: Cinética enzimatica para o substrate ADS. A) Grafico duplo-reciproco.
B) Grafico de Michaelis-Mentem.

Os resultados dos ensaios de atividade enzimatica da ADSL-Lm para o composto
SAICAR revelaram auséncia de atividade catalitica desta enzima para o substrato da via
de sintese de nove de purino-nucleotideos. A mesma medida foi realizada com o
composto adenilosuccinato, demonstrando ndo ser um problema da amostra, uma vez
que a ADSL-Lm estava ativa para ADS (figura 19). Além disto, cabe ressaltar que com
o intuito de checar a qualidade do composto SAICAR, foi realizado um ensaio controle
com este substrato e a ADSL humana, a qual é capaz de converté-lo em produto. A

medida revelou atividade da ADSL-hum e portanto confirmou que a qualidade do

SAICAR estava boa (dados nio mostrados).
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Estudos envolvendo inibicio da enzima ADSL humana, descrevem que a
inibigdo competitiva por AICAR e AMP em relagio aos substratos sugere que um Unico
sitio liga tanto SAICAR quanto ADS (Stone et al, 1993). Entreganto, nossos dados
revelam que embora a enzima ADSL de L. major tenha complementado eficientemente a
deficiéncia da linhagem bacteriana JK268 (como discutido no item 3.1), esta
complementacgio functonal possivelmente tenha ocorrido apenas na via de recuperagio,
uma vez que a ADSL-L.m néo foi capaz de converter SAICAR em produto. Isto pode ser
uma evidéncia de que o sitio ativo da ADSL-Lm tenha acumulado muta¢des durante a
evolugdo e seja especifico para o substrato adenilosuccinato. Assim, de acordo com a
hipotese levantada no presente trabalho, podemos inferir que os protozoarios parasitas
tripanosomatideos tenham evoluido para possuir apenas a via de recuperagio de
purinonucleotideos e nio que representem um caso de pré-existéncia da via sintese de
novo e posterior perda.

Como atividades futuras, podemos apontar tentativas para obtengio de um
complexo {cristal com o substrato ligado no sitio ativo), ou de modelagem molecular
(“docking™) para simular o substrato no sitio ativo. Este tipo de abordagem nos
permitiria fazer uma andlise mais detalhada das interagdes entre os residuos do sitio
catalitico e os diferentes grupos quimicos do substrato a fim de discutir com maior
propriedade o mecanismo de catilise para ADSL-Lm e investigar se a auséncia de
atividade para o SAICAR pode estar relacionada com mudangas estruturais do sitio ativo

desta enzima.
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Ensaio enzimatico ADSL-Lm
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Figura 19: Ensaios de atividade enzimitica para o substrato SAICAR. Curvas
resultantes das medidas realizadas no espectrofotdmetro com ADSL-Lm a 0,06mg/ml,
por 1 minuto; a concentragio de ambos substratos foi 2 mesma [70pM]. A curva rosa
mostra o decréscimo de absorbancia a 282nm, refletindo o consumo de ADS, o que
demonstra que a enzima é ativa para este substrato. J4 a curva azul escura mostra a
auséncia no decréscimo de absorbancia a 265nm, evidenciando que a enzima ndo
apresenta atividade catalitica para o substrato da via de sintese de novo de purino-
nucleotideos - SAICAR.

3.3.6 Cristalizacdo da ADSL-Lm com e sem cauda de histidina

Os refinamentos das condigdes determinadas durante a primeira varredura, ja
discutidas na sessio de Materiais ¢ Métodos deste capitulo, mostraram que tanto a
proteina ADSL-Lm com a cauda de histidina quanto sem a cauda de histidina
cristalizaram (figura 20). Entretanto, quando os cristais eram submetidos 4 difragio de

raios-X, estes nio difratavam 2 alta resolugio e sim por volta de 3A (figura 21).
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Figura 20; Cristalizacio da proteina ADSL-Lm. A) Foto de cristais de ADSL-Lm
com cauda de histidina, em tampdo fosfato SmM, pH 7.8, NaCl 5mM; AMP 100pM e
solugio precipitante fosfato de Na/K 1,4M, pH 6,3. Qs cristais de aproximadamente 0,6
x 0,3mm (comprimento x largura) cresceram apés 15 dias em gotas de 6ul (3ul de
proteina: 3ul de solugio precipitante), a 18°C. B) Foto de cristais de ADSL-Lm sem
cauda de histidina, em tampdo fosfato SmM, pH 7.8, NaCl 5mM; AMP 100uM e
solugo precipitante sulfato de amodnio 1,6M, Tris 0,1M, pH 8,0. Os cristais de
aproximadamente 0,6 x 0,3mm (comprimento x largura) cresceram apds 13 dias em
gotas de 6ul (3ul de proteina: 3ul de solugio precipitante), a 18°C.

Figura 21: Padriio de difracfio de raios-X do cristal da ADSL-Lm sem a cauda de
histidina. O cristal (figura 17B) foi submetido a fonte de luz sincrotron da linha de
Cristalografia de Proteinas do Laboratorio Nacional de Luz Sincrotron (LNLS) em
Campinas e difratou até 2,9A de resolugio.
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Dentre as condigdes de cristalizagio ja descritas para ADSLs de outros
organismos, apenas a condicio 0,1 M Acido Citrico pH 5,0 e 15% de PEG 4000,
referente 4 cristalizagio da ADSL de Pyrobaculum aerophilum, demonstrou-se
promissora. Assim, uma placa de refinamento desta condigio foi feita, variando-se a
porcentagem de PEG 4000 e o pH do tampao. Este refinamento resultou na formagio de

cristais do tipo “barras finas” (figura 22), que difrataram a baixa resolugdo.

Figura 22: Cristalizacio da ADSL-Lm. Foto de cristais tipo barras finas, que
cresceram a 18°C, na condicgiio: 0,1 M Acido Citrico pH 5,0 e 13% de PEG 4000.

Pelo fato de ndo ter sido observada qualquer melhora na qualidade dos cristais
sem cauda de histidina, em relagio ao poder de resolugio de difragdo, optamos por
continuar as tentativas de obtengdo de um cristal que difratasse até mais alta resolugio
utilizando-se a proteina com a cauda, pois isto nos resultaria em economia nos Passos
para aquisigio de proteina pura.

Em relagio ao teste sugerido pelo Dr. Alexander Golubev (Petersburg Nuclear
Physics Institute, Rissia) para identificagio da concentragio de PEG que leva a
precipitagio da proteina e com isto rastrear condigbes de cristalizagdo, ndo foi possivel

encontrar uma condigio promissora. Embora tenha sido possivel determinar a
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porcentagem de PEG 8000, que leva a precipitagio da proteina, nenhuma condicio da
placa de refinamento {(mantendo-se a concentragao de PEG constante em 8% e variando-
se o pH e a forga i6nica do tampdo) resultou em cristalizacio da ADSL-Lm.

Como descrito na sessio Material e Métodos, enfocamos nossos esforgos na
tentativa de se diminuir a velocidade de difusio de vapor (entre a gota e a solugdo do
pogo), reduzir a nucleagdo e, conseqientemente, levar a formacdo de um cristal maior.
Para isto, adotamos estratégias como o uso de 6leos e técmcas de “microseeding” e
“macroseeding”, utilizando-se ADSL-Lm a 10mg/m! com 100uM de sybstrato e a
condicio: sulfato de ambnio 1,6M de sulfato de aménio, MES 0,1M, pH 6,5; e 10%
dioxano.

Apesar de terem sido empregados 3 tipos de oleos (parafina, silicone ¢ uma
mistara 1:1 de cada um), nio obtivemos diferengas no tamanho dos cristais {(dados nfo
mostrados).

Infelizmente, as duas metodologias de semeadura (“macro e microseeding”)

também nio resultaram no crescimento de cristais tnicos e maiores (figuras 23 e 24).

_ T
Figura 23. “Macroseeding”. Foio de uma gota, contendo ADSL-Lm a Smg/ml e
previamente equilibrada, na qual foi introduzido um cristal, apontado pela seta azul,
durante o experimento de “macroseeding”. Estes resultados mostram que as metas de
diminui¢dio da nucleagio e conseqientemente a de obtengio de um cristal maior ndo
foram atingidas.
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Figura 24: “Microseeding”. A) gota com ADSI-Lm a2 2,5mg/ml, na qual foram
mtroduzides 0,2l da diluigio 1. B) gota com ADSI-Lm a 10mg/ml, na qual foram
mntroduzidos 0,2l da diluigio 1. C) gota com ADSI- Lm a 2,5mg/ml, na qual foram
introduzidos 0,2ul da diluigdo 2. D) gota com ADSI- Lm a 10mg/ml, na qual foram
introduzidos 0,2ul da diluigio 2. E) gota com ADSI- Lm a 2,5mg/ml, na qual foram
introduzidos 0,2ut da diluicio 3. F) gota com ADSI- Lm a 10mg/ml, na qual foram
introduzidos 0,2ul da diluigio 3. As diluigdes estdo explicadas no item 2.4.9 (Material e
Meétodos).

Além destas estratégias, também foi realizado um refinamento mais “acurado” da
condigiio sulfato de amdnio 1,6M, MES 0,IM, pH 6,5 e 10% dioxano, utilizando-se
ADSL-Lm a 10mg/mi em tampao fosfato de potassio SmM, pH 7,8; NaCl 5mM e ADS
100puM. Duas placas foram igualmente preparadas: uma delas foi colocada a 4°C e a
outra a 18°C. Estas prepara¢des foram as que apresentaram os melhores cristais (figuras
25 e 26). Na placa a 18°C, os cristais atingiram seus tamanhos maximos em 1 semana,

No entanto, somente em algumas gotas da placa a 4°C cresceram cristais untcos, com as

faces bem defimidas e de tamanhos maiores, apos alguns meses.
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Figura 28: Cristalizacio da ADSL-Lm - refinamento mais acurado (18°C). Foto dos
cristais da ADSL-Lm que cresceram a 18°C, na condigio 1.4M de sulfato de aménio,
0,1M MES, pH 6,5 e 9% dioxano.

Figura 26: Cristalizacio da ADSL-Lm - refinamento mais acurado (4°C). Fotos dos
cristais da ADSL-Lm que cresceram a 4°C. A) condi¢io 1,5M de suifato de aménio,
0,1M MES, pH 6.5 e 9% dioxano. B) condigio 1,6M de sulfato de aménio, 0,1M MES,
pH 6,5 e 10% dioxano e C) condig¢do 1,55M de sulfato de amdnio, 0,IMMES, pH 6,5 ¢
11% dioxano

3.3.7 Coleta e processamento de dados de difraco de raios-X

No total, foram coletados cinco conjuntos de dados. As coletas de dados de
difracio de raios- X foram realizadas em trés lugares diferentes:

i) O cristal da condigdo 1,6M de sulfato de amdnio, 0,1M MES, pH 6,5 ¢ 10%
dioxano (figura 26B) foi utilizado para coletar um conjunto nativo, no Laboratério de
Cristalografia de Proteinas do Centro de Biotecnologia Molecular Estrutural -

[FSC/USP. Algumas estatisticas do processamento encontram-se na tabela 16.
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Tabela 16 Estatisticas do processamento do crlstal natlvo coletado no [F SC

__ Grwpoespacial T 422 ,
Dimensdes da cela unltana a= b=130 023A c=316 826A. 0 = =y =90°
" Resolugilo T R EBA
Muliplicidade L3
Completeza 9 7 (99 5)
Rsym (%) ! 8,0(53,0) B
Vo 0 28638

*Entre parénteses sao os valores para a iltima faixa de resolugiio

ii} Dois cristais da mesma gota (condigio 1,5M de sulfato de aménio, 0,1M
MES, pH 6,5 ¢ 9% dioxano — figura 26A) foram utilizados para coletar um conjunto
nativo e um conjunto derivado de gadolinio, na linha de Cristalografia de Proteinas do
LNLS. Algumas estatisticas do processamento do cristal nativo estio na tabela 17 e do

cristal derivado na tabela 18,

Tabela 17: Estatisticas do processarnento do cristal nativo coletado no LNLS.

Grupo espacial _ N 422 N
Dimensdes da cela unitaria ; a=b=128 473A ¢=311 OOZA a=p=y=90°
o Resoldo . 2BReHBATTT |
. Multplicidade T & ]
Compléien T 989(98 gy
Reym(ey . 33uErg)
Vo - 50(L5)

Entre parénteses sdo os valores para a ultima faxa de resolugiio

Tabela 18: Estatisticas do processamento do cristal derivado de gadolinio coletado no

LNLS. e .
Grupo espacial ‘_ 437
 Dimensbes da cela unitérta ; a=b=128353A. c = 311.893A o= 13_4, T
_” Resolugdo e o 7 85 X365 A) - .
_ Multiplicidade -
Completeza o 100 (100)
Rsym (%) i 126@is T
77777 L - T3 1)

Entre parénteses so os valores para a Gltima faixa de resolugdo
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iii) Um cristal da condigio 1,4M de sulfato de amdnio, 0,1M MES, pH 6,5 ¢ 9%
dioxano (figura 25) foi utilizado para coleta de um conjunto nativo a baixa resolugdo, na
linha de Cristalografia de Proteinas do LNLS. Algumas estatisticas do processamento

encontram-se na tabela 19,

Tabela 19: Estatisticas do processamento do cristal nativo coletado 4 baixa resolugdo no
LNLS

G apanial D77 A
Dimensdes da cela unitéria m;‘ a=b=12851A,c=31342A ¢ = B=y=90°
_ Resolugio b . 32AGA)
_ Multpligidade — T[T T T gy o
Completeza o 996(978)
] Rsym (%) ; 5.2 (13.)
""" Vs i —adn

Entre parénteses s%o os valores para a tltima faixa de resolugio

iv) Outro cristal da condigiio 1,4M de sulfato de aménio, 0,IM MES pH 6,5 e
9% dioxano (figura 24) foi utilizado para coleta de um conjunto derivado de Césio, na
linha 17 do APS. Algumas estatisticas do processamento deste cristal estio na tabela

20.

_ Tabela 20: Estatisticas do processamento do cristal derivado de césio coletado no APS

Grupo espacial 14,22
Dimensies da cela unitaria : a=b=130,193A, ¢ = 317,505A, a = f=y=90°
Resolugio 2,52A (2,59A)
. Multiplicidade . _ 4 . o
Llompleteza T T T 05y T
Rsym (%) 9.0(23.0)
o lVo R ) 12232

Entre parénteses s80 0s valores para a Gltima faixa de resolugio
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Estudos de difragdo de raios-X (figura 27), do melhor cristal nativo obtido (figura
26B), mostraram que a ADSL-Lm cristaliza-se no grupo espacial tetragonal 14,22 com
parametros de cela a = b=130,023A, ¢ = 316,826A, a = =y =90° ¢ difrata até 224 de
resolugdo. O calculo do coeficiente de Matthews sugeriu a presencga de um dimero na

unidade assimétrica e um contetido de solvente de aproximadamente 51.7%.

Figura 27: Padrio de difracio de raios-X do melhor cristal obtido. Cristal nativo
coletado no IFSC, até 2,2A de resolugdo, usando um comprimento de onda de 1,54A.

3.3.8 Obtencdo das fases e do modelo da estrutura cristalografica da ADSL-Lm

Primeiramente, discutiremos o processo de substituigio molecular. As melhores
solugdes encontradas pelo programa AMoRe, utilizando o monémero da ADSL de T,

maritima como modelo, estio apresentadas na Tabela 21.
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Tabela 21: Oito primeiras solugdes fornecidas pelo programa ROTFUN (AMoRe). Os
angulos alfa, beta e gama séo os dngulos de rotagdo de Euler. T é a translagdo (sempre

zero aqui) e CC sdo os coeficientes de correlagio.

Alfa

Beta

., Gama

TX TY

TZ

‘CCF RFF

SOLUTIONRCI

12064

190,00

1180.12

';0.0000 ©0.0000

SOLUTIONRC 2

169.29

.90.00

1002

:0.0000

250

(00000

250 565

SOLUTIONRC 3

2781

90.00

S 0.09

10,0000+ 0.0000

0.0000

249 566

565

SOLUTIONRC 4

162.16

90.00

180,01

10.0000 £ 0.0000

£ 0.0000

249

SOLUTIONRC 5

18649

88.23

1179.62

10,0000 0.0000

10.0000

245 -

SOLUTIONRC6 | 363 8806 | 0.15 |0.0000 00000 (00000 | 244 567
SOLUTIONRC 7 16832 7112 | 370 100000 00000 00000 ;238 568 |
SOLUTIONRC® 6106 7207 [18567 (00000 00000 (00000 | 238 568

Neste caso ndo existe contraste no coeficiente de correlagio, o que mostra que o

programa nao conseguiu encontrar uma solucio clara. Para a translagio utilizou-se cada

solugdo da fungdo de rotagdo (tabela 21). A tabela 22 apresenta os resultados obtidos

apds a translagdo.

Tabela 22: Resultados obtidos depois da translagio.

SOLUTIONRC

~ Alfa
2076 8974

Beta L

X | TY

Gama

TZ CCF REF .

18034 | 0.9960

0.4992

SOLUTIONRC

© SOLUTIONRC

2776

6922 9026 |

034  0.9990

90.31 "

£ 0.4961
012 10038 {0.4987

376

SOLUTIONRC

 SOLUTIONRC

6344 6578

62.17 89.64

1 179.97 -0.0040

18069 © 0.5585

 0.5005
104407

37.1

SOLUTIONRC

SOLUTIONRC

1887 6579

182.21 : 0.5599

04413

318

2752 6463 -

-102 ;00590

SOLUTIONRC

SOLUTIONRC

6091 7211

"SOLUTIONRC

2896 7198 135406 . 08935 (04518 .

6818 7094 70.94 : 0.0481

0.4421

313

185.71 - 0.0481  0.6058

S 317

£ 0.6065

02522

3t5

0.2478

315

00504 | 377 - 558
._(_).4;9_6__.: S e

00804
0.4496
0408

5%
372 [ 559
559
319 1563

1563
565 °
7565
566

56.7
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Este procedimento fo1 repetido para trés modelos de ADSLs que se encontram
depositados no PDB (Protein Data Bank). de Termotoga maritima, de Pyrobaculum
aerophilum e de Bacillus subtilis. Naquele momento, os modelos da ADSL de
Caenorhabditis elegans e de Plasmodium vivax ainda ndo estavam disponiveis. Foram
realizadas tentativas com o mondmero, com os dois tipos de dimero e com o tetrfimero
(ver figura 5) das respectivas estruturas, mas nio foi possivel encontrar um contraste
significativo no coeficiente de correlagio das possiveis solugdes encontradas pelo
programa AMoRe. Embora o contraste nos coeficientes de correlagio nio tenha sido
expressivo, 0 empacotamento cristalino foi anahisado pelo menos para as duas primeiras
solugdes obtidas de todas as tentativas. Para as solugdes que ndo apresentavam
sobreposigdes no empacotamento cnstalino, foi efetuado um primeiro ciclo de
refinamento com o programa REFMAC, mas nenhuma das solugdes apresentou uma
queda signiﬁcativa no valor de Rfactor, indicando que n3io tinhamos uma sclugfo clara.

Usando o dominio conservado (ver figura 6) novas tentativas de substituigio
molecular foram realizadas. Além disso, foi construida uma cadeia de polialaninas deste
dominio para ser usada como modelo, mas infelizmente ndo foram obtidos resultados
satisfatorios com nenhuma destas estratégias.

Adicionalmente outros programas de substituicdo molecular;, MOLREP e
BEAST foram utilizados. Apesar do programa BEAST ter apresentado solugdes com um
contraste maior no coeficiente de correlagio, as tentativas de refinar estas solugdes nio
foram bem sucedidas. O programa PHASER ainda nido estava disponivel na época, entio

ndo foi utitizado (Storoni et al., 2004).
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Desta forma, partimos entio para o método de substituigio isomorfa com uso de
espalhamento andmalo para determinagio das fases. Fases iniciais foram encontradas
pelo método de SIRAS usando os conjuntos de dados do cristal nativo e do derivado de
gadolinio coletados no LNLS. A posi¢io dos atomos de gadolinio foi determinada por
métodos diretos, usando o programa SHELX (tabela 23). O sinal anémalo do derivado
de césio coletado no APS era muito baixo, ndo sendo possivel determinar as posigdes

dos atomos pesados neste cristal.

Tabela 23: Oito primeiras posigdes encontradas pelo programa SHELX para o derivado
de gadolinio.

. Atomo X | Y . Z | VOcupﬁncia
GDol 0882172 | 0006378 | 0042106 10000
CTepe O Tomazo T Tonaaos (7 owsests T ossz
T epm3 . o782440 0154869 T ozses omis
GD04 | 0.573456 T o06tol 0095581 | _' | 06502
©GDOS ¢ 0726326 0193733 | 0095573 f 0.5986
TGDos 0730804 oiosisr 1 0095405 04914
__c_ﬂjm } 0773685 ) '-9.2_4_33__17__ T 0122672 ) '0.45'0'7"'
a0 0594666 (}_(_)19028___6}28196 ' 03638

Essas posi¢gdes foram usadas pelo programa SHARP para a determinagdo das
fases. “Solvent flattening” foi feito com SOLOMON, obtendo-se como resultado um
mapa de densidade eletrénica que apresentava boa conectividade, sendo possivel
reconhecer as hélices- a, que sdo as estruturas secundarias esperadas para o modelo da
ADSL-Lm (figura 28A). Entretanto, este mapa ainda nio apresentava uma diferenciagdo
clara para as cadeias laterais. De posse do conjunto referente ao cristal nativo coletado

no IFSC, que difratava até 22A, foi feita uma extensdo das fases usando o programa
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RESOLVE, que nos forneceu um mapa de melhor qualidade (figura 28B). Assim,
através de constru¢des automaticas feitas pelos programas RESOLVE e ARP/WARP, e
também do uso de simetria cristalogrifica ¢ ndo cristalografica foi possivel montar
manualmente varios modelos intermediarios até a construgio do modelo final, que
consiste de um dimero (conteido da unidade assimétrica), com 893 residuos, sendo
todos ammoacidos comrespondentes 4 seqiéncia real da ADSL-Lm (figura 29). Para os
47 residuos da porgiio N-terminal da proteina, tanto do mondmero A, quanto do
mondmero B (A1-47; B1-47) néo foi possivel observar densidade eletrdnica. Alem disto,
20 residuos do mondmero A e 21 do monémero B distribuidos em regides de “loops”
sdo ausentes, ou pela falta de densidade eletronica ou pela ma qualidade do mapa nestas
por¢des (Al21; Al167-170; A350-360; A471-474; B120-121; B167-173; B351-359;
B470-472). Através da construgdo das moléculas simétricas no programa O, foi possivel
obter o empacotamento cristalino e verificar que os residuos que faltam ser adicionados
ao modelo se concentram numa regidio exposta ao solvente (figura 30). Como alternativa
para checar a auséncia de densidade, pelo menos para os primeiros 47 residuos, uma
amostra dos cristais da ADSL-Lm foi dissolvida e submetida ao seqiienciamento do N-
terminal, mas infelizmente ndio foi possivel a interpretagio da seqiéncia por um

problema na amostra.
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Figura 28: Mapas de densidade eletrdnica. A) O mapa foi calculado a partir das fases
iniciais obtidas por SIRAS, com o derivado de gadolinio para 2,.8A. B) O mapa foi
obtido apos a extensdo do faseamento ate 2,2A e portanto apresentou uma methor

qualidade para defini¢io das cadeias laterais. Mapas 2 Fobs-Fcalc contornados a 1,5
sigma.

sitio ativo sitio ativo

sitio ativo &% T PAET < sitio ativo
TWa ! o,

K=

Figura 29: Estrutura da ADSL-Lm. A) Dimero cristalografico. B) TetrAmero
construido por simetria cristalografica a partir do dimero. Cada mondmero ¢é
representado por uma cor diferente. O tetrAmero possui quatro sitios ativos, sendo cada
um formado por trés subunidades distintas.
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Figura 30: Empacotamento cristalino das moléculas da ADSL-Lm. A figura mostra
regides de solvente (seta vermelha), onde se posicionam os residuos ausentes (na regiio
N-terminal) e os “loops” do modelo da ADSL-Lm.

O mondmero da ADSL-Lm ¢ composto por trés dominios arranjados de forma
alongada (figura 31), que é tipica das enzimas da superfamilia de B-eliminagio. O
dominio 1 ¢ constituido totalmente por hélices o (cinco pequenas) e contém os residuos
48-182. O dominio 2 inclui os residuos 183-430, € composto por um feixe alongado de 5
hélices o que constituem o “core” conservado das estruturas de ADSLs e é o Gnico
dominio do mondmero que contém estruturas folha B (duas), sendo uma delas um
grampo de cabelo. O dominio 3, também formado por 5 hélices o pequenas, compreende

os residuos 431-514. Quatro cadeias protéicas se unem para formar um homotetrimero




Capitulo 1V: Caracterizacdo bioquimica e estrutural da enzima ADSL-Lm 164

(com quatro sitios ativos), o qual é construido por simetria cristalografica, partindo-se do

dimero cnstalografico (figura 29B).

Figura 31: Mondémero da ADSL-Lm e residuos envolvidos no sitio ativo. O
mondmero da ADSL-Lm ¢ formado por 3 dominios. O dominio 1 esta representado em
laranja, o 2 em azul e 0 3 em verde. As cadeias laterais dos cinco residuos envolvidos no
sitio ativo estdo representadas em barras {stick). A His 153 encontra-se no dominio 1,
proxima da Gln 308 que se localiza no dominio 2. Na outra extremidade do dominio 2

estdo os residuos His 231 (que se localiza na volta que forma o grampo de cabelo), Asn
364 e Glu 366.

Em relagdo ao sitio ativo, a catalise ocorre via um mecanismo acido-base geral.

Ensaios de afinidade envoivendo a ADSL de B. subtilis evidenciaram que dois residuos,
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His68 e His141 sdo, respectivamente, o acido e a base nesta reagiio (Lee et al., 1997;
Lee et al.,, 1998). Estudos estruturais da ADSL de 7. maritima complementaram estes
dados bioquimicos, permitindo a construgdo manual de um modelo para o substrato
ligado e evidenciando a participagdo da His 68 ¢ His 141 na catalise e dos residuos Gin
212, Asn 270 e Glu 275 na ligagdo e orientagio do substrato (Toth & Yeates, 2000). Os
autores posicionaram o substrato de forma que o carbono B do grupo succinico ficou
proximo da base geral (His 141), enquanto o grupo amida do AMP ficou a uma distincia
que possibilita uma interagdo tipo ponte de hidrogénio com o acido geral (His 68).
Ambos grupos carboxilicos do grupo succinico ficaram suficientemente préximos dos
residuos que contém grupos amida (GIn212 e Asn 270), os quais atuariam na orientagiio
do substrato. O papel do Glu 275 estaria relacionado ao favorecimento para a His 141
agir como base catalitica. Adicionalmente, neste modelo, apenas uma rotagio de 180° na
ligagfo indicada na figura 32 (painel c) explica a capacidade da ADSL de atuar em dois
substratos distintos, o que ndo requer adaptagdes estruturais especiais da proteina.. Estes
dados contribuem para a implicagdo biologica da versatilidade da ADSL de acomodar
dois substratos, o que a torna unica dentre as enzimas da superfamilia de B-eliminagio.
Além disto, se considerarmos que mudangas estruturais peculiares ndo sio requeridas
para catdlise das ADSLs sobre SAICAR e ADS, entio por que a ADSL de L. major,
enzima de interesse do presente trabalho, ndo exibiria atividade sobre o composto
SAICAR? Isto pode reforgar a idéia de que o sitio ativo da ADSL-Lm tenha evoluido
para converter apenas o substrato da via de recuperagio e, portanto, tenha acumulado
alguma diferenciagdo estrutural. Entretanto, na auséncia do ligante, os contatos entre 0s

residuos do sitio ativo com o substrato ndo podem ser analisados com detalhes. Desta
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forma, esta hipotese somente podera ser elucidada quando obtivermos um complexo do
cristal com o substrato e com algum intermediario estavel da reagio catalitica. Contudo,

a modelagem do substrato no sitio ativo podenia nos fornecer elementos adicionais para

o entendimento desta questio.

ARPRATLAS CMY RS an

b & Sl

Figura 32: Introducido por inspegio manual dos substratoes ne sitio ative da ADSL
de T. maritima. a) Adenilosuccinato e b) SAICAR. Os asteriscos vermelhos mdicam os
atomos que diferem entre adenilosuccinato e SAICAR. ¢) Mecanismo pelo qual 2 ADSL
¢ capaz de atuar sobre os dois substratos. Uma rotagio de 180° deve ocorrer na ligagio
indicada (3 esquerda do painel). O centro do painel mostra 0 mecanismo de catilise
realizada pela ADSL. Figura extraida do artigo Toth & Yeates (2000).

Assim como nas demais ADSLs, o sitio ativo da ADSL-Lm ¢é formado por mais
de uma subunidade (Lee er al., 1999; Toth & Yeates, 2000; Toth et al., 2000). Trés
mondmeros, dos quatro que compdem o homotetrimero, sio necessarios para formar o

sulco de um sitio ativo (figura 33). Na ADSL-Lm, os residuos que participam do sitio
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ativo sdo His 153 (acido geral), His 231 (base geral), Gin 308, Asn 364 e Glu 369. Uma
analise da superficie nos mostra que tanto a His 231 quanto o Glu 369 ficam mais
“enterrados” no sulco, enquanto a His 153 fica exposta ao solvente (figura 34). Embora
as ADSLs compartilhem apenas 25% de identidade seqiiencial, um alinhamento das
seqgiiéncias das ADSLs depositadas no PDB ¢ a ADSL-Lm nos mostrou que estes

residuos s3o estritamente conservados (figura 35).

Figura 33: Sitio ative da ADSL-Lm. A esquerda superficie de contato mostrando que
um sitio ativo é formado por 3 mondémeros. O mais evidente é aquele composto pelos
mondmeros de cores amarela, verde e azul claro (indicado pela seta). A direita um
detalhe do mesmo sitio ativo mostrando os residuos em detalhe. His 153 (posicionada no
dominio 1 do mondmero verde), His 231 (localizada na volta que forma o grampo de
cabelo no dominio 2 do mondmero amarelo), Gln 308 (dominio 2 do mondémero verde),
Asn 364 e Glu 369 (dominio 2 do mondmero azul claro).
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His 153

Figura 34. Representacio da superficie do dimero da ADSL-Lm. A figura mostra
que a His 153 fica numa regifo mais exposta do sitio ativo, enquanto a His 231 e o Glu
369 ficam mais enterrados no sulco do sitio ativo.
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Figura 35: Alinhamento multiplo seqiiencial das ADSLs depositadas no PDB e a
ADSL-Lm. Os residuos do sitio ativo sdo conservados para todas as seqiiéncias de
ADSLs mostradas (residuos destacados em amarelo). O alinhamento foi realizado pelo
programa ClustalW (http://www.ebi.ac uk/clustalw/).

3.3.9 Refinamento da estrutura cristalogrdfica da ADSL-Lm

O refinamento do modelo apresentou valores de Rfactor = 22% e Rfree = 28%. O
RMS dos valores dos dngulos foi equivalente a 1,964 e das distdncias de ligacdo foi
igual a 0,021. Além disto, 362 moléculas de agua (solvente estruturado que sé encontra
dentro do cristal), 13 moléculas de sulfato (provenientes da condigdo de cristalizagdo) e
4 moléculas de etilenoglicol (da solugdo crioprotetora) também foram incluidas na
estrutura final. Os valores dos parimetros obtidos no refinamento do modelo sédo
aceitaveis, considerando-se o tamanho da proteina e a resolugio exibida.

A qualidade da estereoquimica do modelo pode ser verificada no diagrama de

Ramachandran (figura 36) e os parimetros do refinamento se encontram na tabela 24.
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Tabela 24: Sumario do refinamento mostrando os pardmetros que dizem sobre a
qualidade do modelo da ADSL-Lm
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Figura 36. Grafico de Ramachandran. Este grafico mostra a qualidade
estereoquimica do modelo.
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O resuitado obtido com o grafico de Ramachandran revelou que 675 residuos
(85,1%) se localizam nas regides permitidas, 92 nas regides favoraveis adicionais
(11,6%), 18 (2,3%) em regides generosamente permitidas e 8 (1%) em regides nio
permitidas. Dentre os residuos que se encontram em regides ndo permitidas, se
pegarmos como exemplo a Arg 197 e o Glu 126 (circulos pretos), € possivel verificar o
motivo de suas localizagdes nestas porgdes do grafico de Ramachandran. No caso da
Arg 197, este residuo encaixa-se perfeitamente dentro do mapa de densidade eletrdnica,
e portanto, este deve ser o rotimero presente na estrutura cristalina da ADSL-Lm. Ja no
caso do Glu 126, este se encontra bem proximo de um “loop” e portanto, numa regiio
onde o mapa de densidade eletrénica é de ma qualidade {figura 37). O mesmo ocotre

para a maioria dos outros residuos que se posicionam nas regides ndo permitidas (como

por exemplo, Leu 125 e Lys 127).

Clda 120

Figura 37: Mapa de densidade eletronica para alguns residuos gue se encontram
fora da regiio permitida no grifico de Ramachandran. O mapa ¢é de boa qualidade
para Arg 197, enquanto que o Glu 126 localiza-se proximo de uma regido de “loop”, ¢
assim, o mapa ¢ de ma qualidade.
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CONCLUSOES E PERSPERCTIVAS



Capitulo V- Conclusées e Perspectivas 174

1. CONCLUSOES

1.1 Sobre o papel da ADSL para a sobrevivéncia dos tripanosomatideos
investigado através de experimentos de RNAi em 7T, rypanosoma brucei

A metodologia de RNAi mostrou-se eficiente para investigagdo do papel da
ADSL para a sobrevivéncia do 7. brucei. Além disto, 0s experimentos apontaram
para uma possivel extensio da aplicagio de RNAi em anilises genéticas,
bioquimicas e metabolicas que correlacionam a auséncia da proteina alvo com os
fenotipos analisados. No presente trabalho, talvez a deficiéncia da ADSL estaria
modulando o crescimento da cultura devido aos efeitos oriundos do acumulo do
substrato e seus intermediarios dentro da célula, uma vez que o produto AMP &
produzido por outra enzima da via (APRT). Os resultados obtidos demonstraram que
esta enzima € essencial ao crescimento do parasita e portanto, pode ser considerada

um alvo promissor para o desenho racional de farmacos contra tripanosomatideos.

1.2 Sobre a caracterizacio molecular do gene adsl-Lm.

A caracterizagio molecular do gene adsi-Lm envolveu metodologias de
eletroforese de campo pulsado (PFGE), “Southern Blot” e RT-PCR. Os resultados
obtidos evidenciaram que adsi-Lm esta localizado no cromossomo 4 do parasita e é
um gene de copia simples. Além disso, as regides 5° e 3’ ndo traduzidas do gene
adsl-Lm foram definidas por RT-PCR o que nos possibilitou inferir que 0 RNA
mensageiro maduro possui 2060 nucleotideos, incluindo a seqiiéncia do “Spliced

Leader”.



Capitilo V> Conclusées e Perspectivas 175

1.3 Sobre a caracterizaciio bioquimica e estrutural da enzima recombinante
ADSL-Lm.

Os experimentos de complementagio funcional mostraram o surgimento de
colonias em meio suplementado, indicando que a ADSL de L. major é capaz de
complementar o genoma deficiente da linhagem de E. coli JK268.

A caracterizagdo bioquimica e estrutural da ADSL-Lm revelou que esta
enzima possui caracteristicas compartilhadas com as demais ADSLs de outros
0rganismos:

i) Os resultados de DLS e gel nativo evidenciaram uma forma oligomérica
equivalente a um tetrimero (~200kDa) para ADSL-Lm, corroborando os dados
descritos na literatura, onde consta que estas enzimas apresentam alto peso molecular
(200 a 300kDa) (Spector et al., 1989, Casey & Lowenstein, 1987; Lee et al., 1997,
Stone et al., 1993; Redinbo ef al., 1996; Toth & Yeates, 2000; Toth et al., 2000).

ii) Os ensaios de atividade enzimatica realizados com o substrato ADS
mostraram uma atividade maxima da ADSL-Lm no pH 8,5 e possibilitaram a
determinagdo dos valores de K,,, (10uM), Viax (14,3umoles/min) e 4, (33,25, que
sdo também concordantes com os dados disponiveis na literatura: pH otimo de
aproximadamente 8 e valores de K,, variando de 1 a 10uM para o substrato ADS
(Woodward & Braymer, 1966; Bridger & Cohen,1968; Brox, 1973; Barnes &
Bishop, 1975; Brand & Lowenstein, 1978; Spector ef al, 1979, Spector et al, 1982,
Pinto et al., 1983; Stone et al 1993; Redinbo et al., 1996; Lee et al., 1997; Toth ef
al., 2000; Kmoch ef al., 2000).

iif) A estrutura tridimensional cristalogrifica da ADSL-Lm representa a
primeira estrutura resolvida para os protozoarios parasitas e mostrou-se bastante

semelhante com as demais j4 depositadas no PDB (Toth, 1999, Toth & Yeates, 2000;
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Toth et al., 2000; Symersky et al, submetido, Wernimont ef al, submetido,
Stenmark ef al., submetido). quatro subunidades se juntam para formar um
homotetrdmero (no caso da ADSL-Lm este é construido a partir do dimero
cristalografico); a estrutura ¢ quase que exclusivamente composta por hélices-a e
cada mondmero € constituido por trés dominios, sendo um deles (dominio 2) bastante
conservado entre os membros que compdem a superfamilia das enzimas que
catalisam reagdes de B-eliminagiio; as regides de “gaps” da estrutura ADSL-Lm sdo
coincidentes com os “gaps” descritos para as demais estruturas resolvidas e os
residuos da ADSL-Lm que participam do sitio ativo s3o conservados e equivalentes
aos ja reportados.

Entretanto, esta complementagdo deve ocorrer na via de recuperagio, pois os
ensaios de atividade enzimatica realizados com o composto SAICAR (substrato na
via de sintese de novo) evidenciaram que a ADSL-Lm ndo retém atividade para este
substrato. Assim, a “dualidade” das ADSLs de converter dois substratos distintos que
se ligam a0 mesmo sitio ativo nfo se aplica 8 ADSL-Lm e a grande contribuigdo para
uma melhor compreensdo desta particularidade pode decorrer de um estudo mais
aprofundado envolvendo ambos substratos e a estrutura definida no presente

trabalho.

1.4 Sobre a evolugio da via de sintese de novo de purine-nucleotideos em
Kinetoplastida, averiguada através de estudos da enzima ADSL

A questdo evolutiva levantada sobre a auséncia da sintese de novo de purino-
nucleotideos em Kinetoplastida pode ser abordada associando-se a complementagio
funcional com os ensaios de atividade enzimatica da ADSL-Lm sobre o substrato

SAICAR. Os resultados obtidos destes experimentos revelaram a falta de atividade
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da enzima em converter o SAICAR em produto. Assim, embora a ADSL-Lm tenha
complementado o genoma deficiente da bactéria JK268 (mutagio purB58), podemos
inferir que os kinetoplastida ja tenham evoluido para possuir apenas a via de
recuperagdo € provavelmente néo representem um caso de perda da via de sintese de
novo durante o processo evolutivo. Entretanto, uma analise mais detalhada das
interagBes entre os residuos do sitio ativo e os substratos, como citado acima, faz-se

necessaria para auxiliar nesta questio.

2. PERSPECTIVAS

Em relagdo aos experimentos de RNAi, um acompanhamento mais
prolongado da cultura na auséncia e presenga do indutor (Tet), a adigdo de alta
concentragio de substrato ADS ao meio de cultura e o uso de um corante vital podera
nos fornecer maiores informagGes sobre a conseqiiéncia da falta de ADSL para estes
Organismos.

Outra atividade futura é analisar com detalhes as intera¢des entre os residuos
do sitio ativo da ADSL-Lm e os compostos ADS e SAICAR, a fim de investigar
como e se O sitio ativo desta enzima difere dos sitios das ADSLs capazes de
converterem ambos substratos. Para tanto, estudos preliminares de “docking” com
SAICAR e ADS foram realizados pelo aluno de doutorado Rafael V. C. Guido
(membro do nosso grupo), cujos resultados revelaram que o modelo ADS foi
posicionado na regifo do sitio ativo de forma que as distincias de interagdo
favorecam a catélise; enquanto o “docking” do SAICAR mostrou que as distincias
de interagdes entre os grupos quimicos deste composto € os residuos cataliticos ndo

sdo favordveis para que ocorra a reagio catalitica (figura 1). Estes resultados iniciais
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corroboram a auséncia da atividade catalitica da ADSL-Lm para o substrato
SAICAR.

Considerando-se que a estrutura da ADSL humana acaba de ser depositada no
PDB, nosso enfoque sera sobrepor e comparar estruturaimente as enzimas do
parasito (ADSL-Lm) e do hospedeiro. Além disto, a busca por inibidores da ADSL-
Lm também contribuirdo para os estudos que visam avaliar o uso da ADSL como

alvo para o desenho racional de farmacos contra tripanosomatideos.

Figura 1: “Docking”dos substratos SAICAR e ADS no sitio ativo da ADSL-Lm.
O posicionamento do ADS possibilita interagdo dos grupos quimicos deste composto
com os residuos cataliticos (His 231 e His 153); enquanto os grupamentos
carboxilicos do SAICAR estdo posicionados 4 uma distincia desfavoravel (5,424 -
circulo vermeiho) para que ocorra a interagio com a His catalitica 231.
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1. ATIVIDADES ACADEMICAS REALIZADAS PELO ALUNO

1.1 Participacdio em congressos com apresentacio de trabalho (resumos)

i) VII Conferéncia Internacional de Biologia e Radiagio Sincrotron
(“International Conference on Biology & Synchrotron Radiation™). 30 de julho a 04
de agosto de 2001. Sio Pedro/SP-Brasil.

ii) V Workshop de Pés-Graduagiio em Fisica do Instituto de Fisica de Sio
Carlos. 29 a 31 de agosto de 2001. Sio Carlos/SP-Brasil

iif) XXXI Reunifio Anual da Sociedade Brasileira de Bioquimica e Biologia
Molecular. 18 a 21 de maio de 2002. Caxambu/MG-Brasil

#) VI Workshop de Pés-Graduagdo em Fisica do Instituto de Fisica de S#o
Carlos. 25 a 27 de setembro de 2002, Sio Carlos/SP-Brasil.

v) XXIX Reunido Anuéi de Pesquisa Basica em Doengas de Chagas e XVIII
Reunido Anual da Sociedade Brasileira de Protozoologia. 4 a 6 de novembro de
2002. Caxambu/MG-Brasil.

vi) VII Workshop de Pés-Graduagio em Fisica do Instituto de Fisica de Sio
Carlos. 22 a 26 de setembro de 2003. Sdo Carlos/SP-Brasil.

vi)) V Congresso IberoAmericano de Biofisica. 12 a 15 de outubro de 2003,
Rio de Janeiro/RJ-Brasil.

viii) XXX Reunido Anual de Pesquisa Basica em Doengas de Chagas e XIX
Reunido Anual da Sociedade Brasileira de Protozoologia. 10 a 12 de novembro de
2003. Caxambuw/MG-Brasil.

ix) 1" “Latin American Protein Society Meeting”. 8 a 12 de novembro de

2004. Angra dos Reis/RJ-Brasil.
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1.2 Participaciio em congressos com apresentacao de trabaltho (oral)

i) “Preliminary structural characterization by X-ray diffraction of Leishmania
major adenylosuccinate lyase-ADSL”, apresentagdo oral na XIII Reuniio Anual de
Usuarios do LNLS, realizada em Campinas-SP, no periodo de 17 a 18 de fevereiro
de 2003.

i) “Use of RNAI in the validation of potential kinetoplastidae drug targets”,
apresentagdo oral na XXXIV Reunido Anual da Sociedade Brasileira de Bioquimica
e Biologia Molecular, realizada em Aguas de Lind6ia-SP, no periodo de 2 a 5 de

julho de 2005,

1.3 Participaciio em cursos
Curso Latinoamericano de Cristalografia de Macromoléculas, realizado na
Fundagio Instituto Leloir, Buenos Aires, Argentina, no periodo de 22/margo a 6/abril

de 2004.

1.4 Estagio realizado no exterior
Realizagio de um estagio de trés meses (9/07/2004 a 8/10/2004) no
laboratério do Prof. Dr. David A. Campbell, na “University of California, Los

Angeles” (UCLA).

1.5 Co-orientacgio
Participagdo, como co-orientadora, no projeto de iniciagio cientifica:
“Caracterizagdo molecular da enzima Adenilosucicinato Liase (ADSL) humana”,

PIBIC-CNPq, conduzido pela aluna Jaqueline Pesciuti Evangelista.
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1.6 Trabalhos elaborados para serem publicados

i) Molecular and biochemical characterization of Leishmania major Friedlin
adenylosuccinate lyase — ADSL. Mantovani, M.; Pedrosa, AL.; Cruz, AK_; Sturm,
N.R.; Campbell, D.A. & Thiemann, O H. Concluido para submissdo.

i) Crystallization and Preliminary X-Ray Study of Adenylosuccinate Lyase
(ADSL) from Leishmania major Friedlin. Mantovani, M.; Rojas, A.L.; Nagem,
R.A.P; Polikarpov, 1.; Aguilar, C.F. & Thiemann, O.H. Em fase de conclusio.

iif) Elaboragdo de um artigo relacionado a estrutura cristalografica da ADSL-

Lm. Em andamento.

1.7 Outras atividades
Participagio da sele¢do de alunos para as Olimpiadas de Ciéncias realizada no
Instituto de Fisica de S3o Carlos, USP, no periodo de 31 de janeiro a 4 de fevereiro

de 2005.





