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RESUMO

Enquanto as células humanas sintetizam purinas pela via de novo e pela via de recuperagio,
protozoarios parasitas as sintetizam somente pela via de recuperacgio. Por essa razio, as enzimas
que compdem essa via sio importantes alvos para o desenvolvimento de novas drogas antiparasi-
tarias. A enzima APRT converte adenina e a-D-5-fosforibosil 1-pirofosfato (PRPP) a AMP na
via de recuperagio de purinas. Nesse trabalho, a APRT e a APRT-His recombinantes foram ca-
racterizadas por métodos bioquimicos e espectroscopicos. As expressdes do gene aprt contidos
nos vetores pET29+ (Novagen) e pQE30 (Qiagen) renderam 5 € 10 mg.mL' de APRT ¢ APRT-
His, respectivamente, na forma solivel. A APRT permaneceu estivel e homogénea ## vitm em
Tris pH 7,5 contendo 5 mM de MgSO, e 150 mM de KCI, mas a APRT-His mostrou-se instavel
e insolivel nesse pH e acima de 0,5 mg.mL". O estudo de solubilidade revelou que a APRT-His é
parcialmente estabilizada em Tris pH 8,5 contendo 150 mM de KCl, devendo ser purificada e
mantida nesse tampdo durante os ensaios espectroscopicos e a adigio de 50 mM de histidina
mostrou-se eficiente para a concentracio da enzima até 8mgmL". A caracterizagio bioquimica
da APRT e da APRT-His revelou que elas sio diméricas nos seus tampdes e tém PI igual a
6,4510,20 e 7,710,160, respectivamente. Os ensaios de atividade enzimatica indicaram que a APRT
€ duas vezes mais ativa do que a APRT-His. Os espectros de CD da APRT-His foram mais in-

tensos do que os espectros da APRT e mostraram petfil de hélice a. Os resultados da desconvo-

lucio revelaram que a APRT-His tem cerca de 10% mais hélice @ do que a APRT. O valor de
teor de estrutura secundaria da APRT equivale aos valores extraidos dos dados cristalogrificos da
APRT de L. donovani e de L. tarentolae. Os espectros de emissio de fluorescéncia mostraram que a
APRT-His e 2 APRT possuem miximos de emissio em 342 e 332 nm, respectivamente. Além
disso, eles indicaram que o PRRP ¢ o AMP suprimem a fluorescéncia do Trp presente na APRT.
A supressio foi relacionada a posicio dos ligantes localizados no sitio ativo da enzima e a ausén-
cia de supressio nas amostras de APRT-His foi relacionada 2 presenga de Mg”". Os resultados
indicam que a presenca dos residuos de histidina na regiio N-terminal da APRT-His induziu a
modificagdo estrutural da enzima levando a precipitagio continua. Nesse sentido, a auséncia dos

residuos de histidina incorporados 4 enzima favoreceu a estabilidade da proteina iz witro.
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ABSTRACT

Human cells synthesize purine nucleotide by e nowo and salvage pathways, while parasitic
protozoa use only salvage pathways. For this reason, the enzymes that compound the salvage
pathway are important targets to development of new antiparasitic drugs. The enzyme adenine
phosphoribosyltransferase (APRT) converts adenine and a-D-5-phosphotibosyl 1-pyrophosphate
(PRPP) to adenosine monophosphate (AMP) at salvage pathway. In this work, the APRT and
APRT-His recombinants had been characterized by biochemical and spectroscopic methods. The
expression of the aprt genes from L. tarentolae inserted into pET29a+ (Novagen) and pQ30
(Qiagen) vectors yielded 5 and 10 mgml"' of the APRT and APRT-His, on soluble form,
respectively. The APRT remained stable and homogeneous 7z vitro at Ttis pH 7.5 containing 5
mM MgSO, and 150 mM KCL, but APRT-His was instable and insoluble above 0.5 mg.ml."at the
same pH. The solubility study showed that histidine increased the APRT-His solubility and it is
partially stabilized at T'ris pH 8.5 containing 150 mM KCl. The addition of the histidine 50 mM
was efficient for concentrations up to 8 rng.mL’l. Then, the APRT-His was purified and storage in
that buffer for spectroscopic assays. The biochemical charactetization of the APRT and APRT-

His indicated that a both are dimercs in its buffers, and they have isoelectric points at pH 6.45 *

0.20 and 7.7 £ 0.16, respectively. By enzymatic activity assays, the APRT is twice activer than
APRT-His. The CD spectra of the APRT-His were mote intense than the APRT spectra. and
showed helix alpha profile. The fluorescence spectra marked 2 maximum emission fluorescence at
342 nm for the APRT-His and 332 nm for the APRT. In addition, the spectra revealed that PRPP
and AMP quenched the fluorescence of the tryptophan (Ttp) into APRT. The quench was related
to position of the ligands inside active site of the enzyme and the absent of fluorescence of the
Trp, inside APRT-His, was related to absent of the Mg”'. The results has demonstrated that the
presence of the histidine residues at N-terminal region of the APRT-His induced to
conformational changes of the enzyme following to continuos precipitation. In the same sense, the

absent of histidine residues associated to enzyme favored to stability of the protein i vitro.
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CAPITULO 1

11 INTRODUCAO

1.1.1. De sistemas de expressio a produgio de proteinas heter6logas

A utilizagdo de sistemas de expressio heterélogos vem viabilizando a produ-
¢ao de proteinas, ainda nio caracterizadas, advindas de seqiiéncias resultantes dos
diversos genomas recém-decifrados. Esses sistemas de expressio fazem uso de ot-
ganismos procariotos e eucariotos geneticamente modificados, portando vetores de
clonagem ou expressdo que carregam o gene de intetesse, o promotor apropriado e
outras sequéncias reguladoras. As células hospedeitas, responsiveis pela sintese das
proteinas de interesse, podem ser procationte, como a da bactéria Escherichia coli
(E.coli), ou eucationte, tais como leveduras, células de insetos, plantas ou até mesmo
de mamiferos. A escolha de um sistema adequado dependeri dos objetivos do pro-
jeto e das caracteristicas do produto de expressio.

Algumas proteinas, especialmente aquelas otiginarias de células de organismos
superiores, ndo podem ser corretamente produzidas em células procariotas. Na
maiotia das vezes, essas proteinas passam por etapas de modificagdes pos-
traducionais que determinam o seu estado cotreto de enovelamento. Por essa ra-
zao, a produgao desse tipo de proteina devera ser realizada em sistemas de expres-

sa0 que empregam células hospedeiras eucatiotas, que sdo aptas a promover tais

1



modificagoes. O emprego de células de eucariotos superiores, principalmente célu-
las de mamiferos, é dificil porque requer altos niveis de controle de esterilidade,
condi¢bes de crescimento celular, meios nutritivos especiais onde sao freqiente-
mente empregados hormoénios, fatores de crescimento e métodos complexos de
transformacgio. Além disso, a quantidade de proteinas produzidas é pequena e de
alto custo quando comparada aos sistemas de expressio bacterianos. Outra consi-
deragio a ser feita durante a escolha de um sistema de expressio é o efeito do pro-
duto recombinante no hospedeiro. Se ele for toxico ou inibir o crescimento celular,
podem ser empregados vetores com promototes indutiveis fortemente regulados,
que somente serdo ativados apos o crescimento da cultura de células [Fernandez,
1999].

Em resumo, para a selecao de um sistema adequado de expressio, é importan-
te que se tenha em mente quais serdo as vantagens e desvantagens de se utilizar ca-
da um deles e qual sistema se adapta mais adequadamente as necessidades do expe-

fimento. Uma visdo geral sobre alguns sistemas de exptessio comumente utilizados

¢ dada pela tabela 1.1.



Tabela 1.1 - Comparagio entre os sistemas de expressio

Sistemas de expressio

Caracteristicas Bactéria Levedura Inseto Cultura de
desejadas células
mamiferas
Crescimento celular Rapido Rapido Lento Lento
Complexidade Minima Minima Complexa Complexa
do meio de
crescimento
Custo do meio de Baixo Baixo Alto Alto
crescimento
Nivel de expressio Alto Baixo para alto  Baixo para alto Baixo para
moderado
Expressao Secregdao para o Secregdo para o Secregio parao Secregao para o
extra-celular periplasma melo meio meio
Modificagiao

Pos-traducional

Enovelamento da Usualmente é O renovelamen- Enovelamento  Enovelamento

proteina necessario to deve ser proprio proptio
renovelar a pro- necessario
teina
Glicosilagao N- Nenhuma Alta Simples, sem Complexo
Ligada acido sialico
Glicosilagiao O- Nio Sim Sim Sim
ligada
Fosforilacao Nio Sim Sim Sim
Acetilagio Nio Sim Sim Sim
Acilagio Niao Sim Sim Sim
'Y_Carboxﬂa(;io Niao Nio Nio Sim

A tabela foi extraida e traduzida do livro: Fernandez, ]. M. & Hoeffler, J. P. Gene expression system:
using nature for the art of expression. Academic Press, 1999, p. 4.



1.1.2 Produgio de proteinas heterélogas em bactérias

Dentre as células que podem ser utilizadas na produg¢ao de proteinas heterolo-
gas, a bactéria E. co/i se destaca. Esse organismo, além de ter suas caracteristicas
genéticas e bioquimicas bem caracterizadas, também pode ser manipulado de forma
segura e com um risco biolégico minimo', mesmo quando se deseja obter proteinas
provenientes de organismos eucariotos patogénicos [Baneyx, 1999].

A sintese de proteinas heterdlogas em E. co/ é feita a partir de vetores de ex-
pressio por um processo de transcricio seguido de tradugao. Apesar de esses dois
processos ocotrerem quase simultaneamente, a transcricao ¢ a etapa que define o
nivel de expressio do gene [Voet, 2000].

Em geral, quando se deseja produzir grandes quantidades de proteina hetero-
loga recombinante em E. co/, utilizam-se cepas transformadas com vetores de clo-
nagem contendo um promotor forte [Gross, 1995]. Os vetores da familia pET cat-
regam o promotor forte do bacteribfago® T7, que somente sera reconhecido pela
enzima T7 RNA polimerase [Novagen, 1994]. Por se tratar de uma enzima prove-
niente do bacteriéfago T7, a transcricio génica regulada pelo operadot /Jac somente
ocorrera em linhagens de E. ¢/ capazes de produzir a enzima T7 RNA polimerase,

como a BL21(DE3). Essas linhagens possuem a sequéncia de DNA codificante

! De acordo com a Comissdao Técnica Nacional de Biosseguranga (CTNBIio), a E. /i pertence ao grupo 1
na classificagio dos organismos geneticamente modificados. Maiores detalhes sobre as caracteristicas
dos organismos que compdem esse grupo podem ser consultadas na Infernet no  ite
http:/ /www.mct.gov.bt/ctnbio/in/in7 htm.

2 A denominacio bacteridfago é dada para virus de bactéria.



para essa enzima integrada ao seu genoma (lisdgeno ADE3) e regulada por um ope-
rador /ac, induzivel por IPTG. Quando essa molécula “destepressora” se associa a0
tepressor /ac, ela libera o operador, permitindo que a transcri¢io do gene de interes-
se seja iniciada. Além desses elementos, os vetores pET possuem genes que confe-
rem resisténcia a antibidticos e um sitio multiplo de clonagem. Esses vetores tam-
bém permitem a produgio da proteina de interesse fusionada a seqiiéncias para fa-
cilitar sua purificacio (fags) ou mesmo sequéncias para reconhecimento por ant-
corpos.

O vetor pQE30, também utilizado neste trabalho, carrega o promotor forte
T5 e atua em conjunto com o vetor auxiliat pREP4 [The QOLAexpressionist, 2001}. O
plasmideo pREP4 é o responsavel pela sintese do repressor /a, que atua no opera-
dor do vetor pQE30. Esse vetor permite a produgio da proteina-alvo como uma

fusio com hexapeptideo de histidinas na por¢ao N-terminal.

1.1.3 Vantagens e desvantagens de proteinas de fusdo

Embora seja comum obter um alto rendimento de proteinas heterologas em
E. coli, ainda é um desafio obté-las na sua forma soluvel e biologicamente ativa [Ba-
neyx, 1999]. Por vezes, essas proteinas tornam-se instaveis, insoliveis e se agregam
em corpos de inclusdo. Para evitar isso, é comum recorrer ao controle da expres-

sdao, variando as condicoes de crescimento bacteriano como temperatura, aeragao



ou modificando-se as propriedades quimicas do meio de cultura, como pH e con-
centracao de nutrientes.
Um exemplo em que a diminuicio da temperatura do meio de cultura induziu

o aumento da solubilidade dos produtos de expressio foi dado por Schein e Note-
born (1988). Os autotes obsetvaram que as proteinas intetferon-2a. e interferon-y

de ofigem humana, assim como a proteina Mx induzida pelo interferon-y, apresen-
tam-se insoliveis e agregadas em corpos de inclusdo quando produzidas por cepas
de E. coli cultivadas a 37°C. Quando, porém, as bactétias sio cultivadas em tempe-
raturas entre 23 e 30°C, pode-se encontrar um percentual varidvel entre 30 a 90%
de proteinas soluveis. Esse comportamento foi obsetvado em varias linhagens de
E. coli transformadas com diferentes tipos de vetores de clonagem [Schein, 1988].

Apesar disso, modificar as condigdes fisicas de crescimento da bactéria pode
nio ser suficiente para se alcangar resultados satisfatérios. Em alguns casos, a fusio
entre 0 gene de interesse e uma proteina, ou peptideo altamente solivel, pode
promover um aumento dos niveis de expressio e solubilidade. Desse modo, é pos-
sivel evitar a formacdo de corpos de inclusio e, simultaneamente, facilitar a purifi-
cagio do produto de expressio [Sheibani, 1999].

Chang e colaboradores (1999) expressaram e putificaram glutationa S-
transferase P1-1 (hGST P1-1) ligada a seis residuos de histidina. A fusio possibili-
tou a purificagdo da proteina de interesse em uma Unica etapa usando o método de

separagdo cromatografica por afinidade, em resina de glutationa imobilizada e,



comparativamente, em resina de afinidade de metal (Co*™). Os autores relatam que
o sistema de expressio usado permitiu a obten¢ao de 30 mg de proteina pura e ati-
va por litro de cultura sem a necessidade de remocio dos residuos de histidina
[Chang, M., 1999].

Keefe e co-autores (2001) também propusetam o uso do peptideo de fusio a
streptavidina (SPB) para facilitar a purificagio de proteinas hetetélogas tecombi-
nantes. Os autotes usaram na purificagdo uma resina de afinidade contendo strep-
tavidina imobilizada, com capacidade supetior aquelas encontradas em mattizes
com anticorpos imobilizados, mas infetior as matrizes usadas na purificacio de
proteinas ligantes de maltose (MBP), glutationa S-transferase (GST) ou seqiiéncias
de poliistidina. Segundo os autores, essa resina poderia ser empregada de maneira
rapida e eficiente para a purificagio de 10 a 500 pg de proteinas recombinantes em
E. coli e possivelmente em outros sistemas de expressio [Keefe, 2001].

Davis e colaboradores (1999) verificaram a influéncia de algumas proteinas de
fusio na solubilidade da interleucina humana do tipo 3 (hIL-3), uma proteina tipi-
camente insoluvel. Nesse caso, os autores desctevem que, quando hIL-3 ¢ fundida
com  NusA, GrpE, bacterioferritina (BFR) ou tioredoxina (I'RX), a expressio em
E. coli a 37°C produz NusA/hIL-3 em um estado quase completamente solivel,
GrpE/hIL-3 e BFR/hIL-3 parcialmente soliveis e tioredoxina/hIl.-3 na forma
insolavel. Os autores confirmatam os tesultados obtidos com NusA, fundindo-a
com hormoénios de crescimento bovino e também com interferon, obtendo-se pro-

teinas quiméricas soluveis [Davis, 1999).



Além dos exemplos citados acima, outras proteinas de fusao também tém sido
usadas como agentes solubilizantes de proteinas e peptideos [Kapust, 1999]. Entre
elas estio incluidas GST [Nygren, 1994], MBP [Pryor, 1997], ubiquitina [Power,
1990] e DsbA [Zhang, 1998].

E importante mencionar que as fusGes nas posicdes N ou C terminal da pro-
teina de interesse podem modificar suas caracteristicas fisico-quimicas,
independentemente do meio em que se enconttem (i vivo ou in vitro).

Sachdev e Chirgwin (1998) observaram que a fusio de MBP 2 regiio N-
terminal das enzimas pepsinogénio e procatepsina D resultam em produtos mais
solaveis, mas inativos em E. co/i. Em contrapartida, quando MBP ¢ adicionado ao
C-terminal dessas proteinas, obsetva-se a formacio de corpos de inclusio. Os auto-
tes concluem que a formagio de corpos de inclusio é desencadeada por um enove-
lamento incorreto dessas proteinas [Sachdev, 1998].

Até entdo, os exemplos citados antetiormente demonstraram que a adicio de
fusdes as proteinas insoliveis auxilia na sua solubilizagio e purificagio. Por outro
lado, também ha casos em que essa adi¢io resultou na reducio de atividade biold-
gica de enzimas. Aradjo e co-autores (2000) demonstraram que a remogio dos resi-
duos de histidina do N terminal da enzima clorocatecol 1,2-dioxigenase recombi-
nante, de Psendomonas putida, aumenta em seis vezes a atividade da enzima ir vitro
[Araujo, 2000]. A recuperacdo da atividade pode, muitas vezes, ser feita através de
tratamento proteolitico, com o intuito de romper a ligacio entre as proteinas fundi-

das [Stevens, 2000].



Embora existam inimeras proteinas que tenham sido exptessas, putificadas e
até mesmo cristalizadas com peptideos de fusio [Oza, 2002; Michel, 2000], existem
outras, em especial as que contém residuos de histidinas (também chamadas de
cauda de histidinas), que se tornam excepcionalmente instaveis, z# vivo e in vitro, a-
pos a fusio.

A grande maioria dos relatos sobre essa instabilidade é informalmente divul-
gada pela rede mundial de computadores e em congressos cientificos. Apesar de
nao oficiais, eles demonstram as dificuldades em manter a estabilidade de algumas
proteinas recombinantes associadas a cauda de histidinas.

O objetivo inicial do presente trabalho visou obter a enzima adenina fosfori-
bosiltransferase (APRT) pura e em grande quantidade (alguns mg por mL) utilizan-
do um peptideo contendo tresiduos de histinas fundido na por¢io N-terminal da
enzima. Embora essa proteina fosse obtida em grande quantidade e de forma sold-
vel durante a expressio do gene, ela mostrou-se instavel e insolivel durante seu
armazenamento. Diante dessa dificuldade, foram feitos alguns ensaios de solubili-
dade com a APRT-His e, como alternativa mais drastica, foi realizada a subclona-
gem do gene apr# em um novo vetor para a expressio da proteina sem cauda de
histidinas (APRT). Com isso, a APRT passou a apresentar-se soluvel e estivel du-
rante sua estocagem e manuseio. Dessa forma, o objetivo do trabalho foi redirecio-
nado para a verificagio de possiveis alteragdes, fisico-quimicas e estruturais, induzi-

das pela presenga do peptideo de fusdo, contendo seis residuos de histidinas, locali-



zado no N-terminal da proteina tecombinante adenina fosforibosiltransferase (A-

PRT) de Leishmania tarentolae (L. tarentolae).

1.1.4 A enzima APRT (adenina fosforibosil transferase)

Nos otrganismos vivos, existem duas vias para a sintese de nucleotideos: a via
biossintética de novo e a via de recuperagio [Stryer, 1996]. As células humanas utili-
zam preferencialmente a via biossintética de oo, 20 passo que os parasitas protozo-
arios, incluindo as espécies dos géneros Plasmodium lophurae [Walsh, 1968), Leishma-
nia brasiliensis [Marr, 1978|, Entamoeba histolytica [Boonlayangoor, 1980}, Trypanossoma
cruzi [Berens, 1982; Fish, 1982; Blattner, 1992], Eumeria tenella [Wang, 1981], Toxo-
plasma gondii |Scwartzman, 1982], Gidrdia lamblia |\Wang, 1983], Trichomonas vaginalis
[Miller, 1983] ¢ Tritrichomonas foetus [Wang, 1983] utilizam somente a via de recupera-
¢ao, em funcio de sua incapacidade para sintetizar nucleotideos pela via de novo.

Diferentemente de alguns parasitas, as espécies de Leishmania contam com a
atividade de trés enzimas do tipo fosforibosil transferases (PRT) para a recuperacao
de purinas: as enzimas adenina fosforibosil transferase (APRT), hipoxantina-
guanina fosforibosil transferase e xantina fosforibosil transferase [Ullman, 1995].

Enquanto as enzimas HGPRT e XPRT catalisam, respectivamente, a adi¢ao
de hipoxantina-guanina e xantina ao 5-fosforibosil-1-pirofosfato (PRRP), a APRT

catalisa a reacao de adicao da adenina ao PRPP.
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Na reagao catalisada pela APRT, inicialmente o substrato 5-fosforibosil-1-
pirofosfato (PRPP) liga-se a enzima, liberando uma molécula de pirofosfato (PPi).
Em seguida o segundo substrato, adenina, liga-se a0 complexo PRPP-APRT para

formacio de adenosina monofosfato (AMP) e liberag¢io da enzima (Figura 1.1).

|
0 T‘"O“H"’?_G.,l_k f” 9 + APRT ——» PRPP-APRT +PPi
LY I
o ttfo—P—0 P o
HO OH |
o} o
PRPP
T
T’
NH2 T‘
J " o0—P “H2C o N’J
PRPP-APRT + T [ H— L \ ff + APRT
W HO OH
ADENINA AMP

Figura 1.1- Reagdo enzimatica catalisada pela enzima APRT.A reacdio enzi-
matica ocorre em duas etapas: inicialmente o substrato 5-fosforibosil-1-
pirofosfato (PRPP) liga-se a adenina fosforibosiltransferase (APRT), liberan-
do uma molécula de pirofosfato (PPi). Em seguida o segundo substrato, ade-
nina, liga-se ao complexo PRPP-APRT para formagio de adenosina monofos-
fato (AMP) e liberagdo da enzima. A catilise é dependente do cofator Mg** ou
Mn®" que tem a fungfio de estabilizar o PRPP no sitio ativo da enzima.

Considerando que a APRT ¢é uma importante enzima da via de recuperagio de
nucleotideos, alguns pesquisadores acreditam que essa enzima representa um inte-
ressante alvo para o desenvolvimento de novas drogas antiparasitarias. A sua inibi-
¢a0, no entanto, nio € suficiente para causar a morte do parasita, pois os produtos

de sintese catalisados por HGPRT e XPRT podem set convertidos para AMP. Por

11



essa razao, um medicamento efetivo contra a leishmaniose deveria ser capaz de ini-
bir todas as enzimas fosforibosil transferases simultaneamente.

Mesmo que o protozoario L. tarentolae nio seja um organismo patogénico, a
enzima APRT apresenta alta identidade sequencial com a enzima homologa de L.
donovani, causadora da ulcera visceral [Ullman, 1995]. Espera-se entdo que a caracte-
rizagio fisico-quimica da enzima APRT de L. zarentolae possa set util na caractetiza-
¢ao da enzima homologa de L. donovan:.

A APRT de Leishmania donovani e tarentolae pertencem a familia das fosforibo-
siltransferases do tipo I e requerem para sua atividade um metal divalente, tipica-

mente Mg”* ou Mn*", coordenado a residuos acidos conservados da regiio de liga-

¢ao do PRPP. A seguir estio descritas as seqiéncias ptrimatias das duas APRT’s:

L. tarentolge MSLKEIGPNS  L1LIEDSHSLS  QLLKKNYRWY SPIFSPRNVP  RFADVSSITE
L. donovani MPFKEVSPNS  111DDSHALS QLLKKSYRWY SPVFSPRNVP — RFADVSSITE
L. tarentolae SPETLKAIRD  FLVERYRTMS PAPTHILGFD ARGFLEGPMI AVELGIPFVL
L. donovani SPETLKAIRD  FLVQRYRAMS PAPTHILGFD ARGFLFGPMI AVELEIPFVL
L. tarentolse MRKADKNAG LLIRSEPYEK EYKEAAPEV ~ MTIRHGSIGK NSRVVLIDDV
L. donovani MRKADKNAG LLIRSEPYEK EYKEAAPEV ~ MTIRYGSIGK GSRVVLIDDV
L. tarentolae LATGGTALSG LQLVEASGAE VVEMVSILTIP FLKAAEKIHST AGGRYKNVR
L. donovani LATGGTALSG LQLVEASDAV VVEMVSILSIP FLKAAEKIHST ANSRYKDIK
L. tarentolge FIGLLSEDVLT EANCGDLND YTGPRVLSCG LLVNQ

1. donovan; FISLLSDDALT EENCGDSKN YTGPRVLSCG VLAEHPH

Figura 1.2 - Seqiiéncia primaria da APRT de L. farentolae e L. donovani. Na figura estio

destacados, em vermelho, os residuos que compdbe a regiio N-terminal das enzimas. Para a A-
PRT-His de L. ‘arentolae deve-se considerar a insetgio do peptideo MRGSHHHHHHGS antes da
primeira metionina (M).
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As estruturas tridimensionais da APRT de L. donovani e L. tarentolae foram re-

centemente elucidadas, apresentando-se diméricas (Figura 1.3).

Figura 1.3 - Estrutura tridimensional da APRT de L. tarentolae. Na figura, as unidades
monomeéricas que compoe a APRT de L. tarentolae, estao destacadas de cores diferentes.

No monémero da APRT de L. farentolae sio destacadas 5 regides (Figuras 1.4
e 1.4):

| A regido central , também chamada core, é uma regidao conservada nas PRT’s
’ do tipo I e compostas por folhas B empacotadas contra duas hélices de um lado e
duas hélices do outro lado. O core inclui uma regido de ligacio de nucleotideo pro-

ximo ao C-terminal das folhas 3.
O /Joop flexivel, no qual origina-se no meio da regido central, é estruturalmen-
te posicionado no final de uma folha B. Segundo Phillips e co-autores (1999), essa
regiao pode adotar uma conformacio aberta, permitindo que o substrato se ligue e

uma conformacio fechada durante a catalise.

13



O sitio ativo da APRT esta localizado entre a regidao central e uma estrutura
estruturalmente variivel, chamada de touca. A touca proporciona a maior parte dos
contatos para o nucleotideo e é responsavel pela especificidade das varias PRT’s.
Para a APRT essa regiio é exclusiva, visto que ela nio se assemelha a qualquer ou-
tra regiao de outras PRTs.

O brago C-terminal também é uma sub-estrutura Unica e distinta das outras
PRT’s. Phillips e colaboradores acreditam que o braco auxilia na catalise, a medida
em que envolve o outro monoémero da APRT para formagao do dimero ativo.

A regiao do N-terminal é também importante visto que nela ocotreu a inser-

¢ao do peptideo MRGSHHHHHHGS.

1.4a 1.4b

Figura 1.4 - Monémero da APRT de L. tarentolae. As figuras 1.4 e 1.4 ilustram o monome-
ro e o dimero da APRT de L. farentolae, respectivamente. No monomero estdao estacadas as regi-
Oes: central (verde e amarelo), bgp flexivel (azul), touca (branco), C-terminal (amarelo), N-
terminal (vermelho).
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1.2 OBJETIVOS

O objetivo geral do trabalho foi investigar possiveis modificagoes, fisico-
quimicas e estruturais, causadas pela adi¢io de um peptideo contendo seis residuos
de histidina na por¢io N-terminal da enzima adenina fosforibosiltransferase (A-
PRT).

Os objetivos especificos foram: caractetizacio da APRT-His e da APRT por
métodos cromatograficos e espectroscopicos, incluindo cromatografia de exclusio

molecular, absorcio eletronica, dicroismo circular e fluorescéncia.
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CAPITULO 2

21 MATERIAIS

2.1.1 Solugoes

TF Tampio fosfato.

TFK Tampio fosfato 20 mmolL" contendo 1 mmolL" de PMSF e 50
mmol.I," de KCL.

TK Tampio Tris 20 mmol.L” contendo 1 mmolL" de PMSF e 150 mmol.L"
de KCL

TrisMg Tampéo Tris 20 mmol.L" contendo 1 mmol.L.' PMSF, 1 mmolL" de
DTT, 150 mmolL" de KCl e 5 mmol.L." de MgSO,.

21.11 Ensaio de atividade - método espectrofotométrico
- TRE: Tampio Tris-HCI 100 mmol.L' pH 7,4 contendo 5 mmol.L." de Mg-

SO, e 1 mmolL" de PRPP.

2.1.1.2 Ensaio atividade - método radioquimico
Tampao de diluzgao
- Tampio Tris-HCl 50 mmol.L." pH 7,4 contendo 5 mmol.L'! de MgClL, e 0,5

mgml " de BSA.
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Solucdo de reacao

- Adenina marcada/fria (0,3 mL da adenina fra 2,5 mmol.L", 0,3 mL da ade-
nina marcada 1 mCimL" e 2,4 mL de 4gua).

- Tampio Tris-HCI (250 mmol.L." pH 7,4).

- BSA (2,5 mgml.™).

- PRPP (5 mmol.L.").

- MgCl, (25 mmol.L").

Solugao tampdo de parada

- Acetato de sédio 50 mmol.L." e Na,HPO, 2 mmol.L." pH 5,0.

2.1.2 Reagentes

- Actilamida, N N’-metileno bis-acrilamida, albumina sérica bovina, anidrase
catbonica, citoctomo ¢, Coomassie Brilliant Blue R-250, marcadores de peso mole-
cular (BSA, OVA, anidrase carbonica, I'TS e citocromo c).

- Resinas de Ni-NTA (Superflow), resina de AMP-agarose (Sigma), resina de
filtragdo (Superdex-75).

- Os reagentes citados foram adquiridos da Sigma Aldrich e os demais foram

de grau analitico.
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2.2 EQUIPAMENTOS

2.2.1 Espectroscopicos

- Espectropolarimetro Jasco, mod. ] 700.
- Espectrofluotimetro ISS, mod. K2 (modulagio de fase).
- Espectrofluorimetro Jasco, mod. FP-777.

- Espectrofluorimetro Hitachi - U-2001.

2.2.2 Outros

Sistemas  cromatogrificos (BIO RAD, AKTA-Pharmacia); Sistema
eletroforético-Pharmacia; Multi-purpose Scindllation Counter LS 6500 (Beckman
Coulter); Phast-System  (Pharmacia); Shaker New Brunswick Scientific;

Ultracentrifugas refrigerada Sorvall modelo 5B e RC5C Plus e outros.
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CAPITULO 3

31 METODOLOGIA

Neste capitulo serao descritos os procedimentos experimentais utilizados nas

etapas de expressao, purificagdo, caracterizagdo bioquimica e espectroscopica da

APRT-His e da APRT.

3.1.1 Expressdao da APRT-His e da APRT

A expressio da APRT-His e da APRT foi realizada apds a subclonagem do
gene aprt em dois diferentes vetores. Para a expressio em grande quantidade da
APRT-His, o gene foi subclonado no plasmideo pQE30 e inserido na cepa de E.
co/f SG13009 contendo o vetor auxiliar pREP4 [Thiemann, O. H., 1998]. Para a ex-
pressio da APRT, o gene foi subclonado no plasmideo pET29A+ ¢ inserido em
cepas de E. co/i BL21(DE)’. Nos dois casos, as bactétias transformadas foram at-
mazenadas em solugiao tampio a 30% de glicerol.

Colonias das respectivas bactérias foram retiradas do freezer a —80°C e pré-
inoculadas em 10 mL de meio LB contendo antibiéticos e incubadas sob agitacio

de 250 rpm por cerca de 12 horas a 37°C. Para a exptressio da APRT-His foram
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usados 250 pg:ml." de canamicina e 100 pgml." de ampicilina e para expressio da

APRT foi empregado 100 pgml." de canamicina. Cada pré-inéculo foi posterior-
mente usado para inocular 1 L do meio 2XYT suplementado com os respectivos
antibidticos. Apds a cultura atingir DOy, ., de 0,6 nas condicoes de crescimento, a
expressio das proteinas recombinantes foi induzida com 1 mmoLL" de IPTG. Pas-
sadas 3 horas de indugio, a suspensio de bactérias foi centrifugada a 4.000 x g du-
rante 30 minutos a 4°C e o precipitado estocado a —20°C até a ressuspensio e purti-

ficacao.

3.1.2 Purificagido da APRT-His e da APRT

As etapas de purificagio da APRT-His e da APRT foram preferencialmente
conduzidas a 4°C, com exce¢do da cromatografia de filtragio molecular, que foi
feita em temperatura ambiente. A APRT-His foi purificada utilizando-se uma resina
Ni-NTA, ao passo que a purificagio da APRT foi feita com auxilio de uma coluna
de afinidade AMP-agarose e outra de filtragio molecular (Superdex-75).

Durante cada etapa de purificagio, as fragdes foram coletadas e separadas para
posterior determinagdao do grau de homogeneidade, concentracio e atividade enzi-

matica.

3 Silva, M. — comunicagio pessoal, 2001.
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3.1.2.1 Purificacao da APRT-His

O precipitado de bactéras contendo APRT-His foi inicialmente descongelado
e ressuspenso em dois tampoes distintos: tampio fosfato 20 mmolL' pH 7,5 e
tampao Ttis 20 mmol.L! pH 8,5, ambos contendo 1 mmol.L'! de PMSF e 50 e 150
mmol L' de KCl, respectivamente (TFK-7,5 ¢ TK-8,5). As células foram, entio,
lisadas com o auxilio de um sonicadot, operando com pulsos de 50 mA por 10 ve-
zes durante 30 segundos com intervalos regulares de 30 segundos de repouso no
gelo, e os extratos resultantes foram centrifugados a 20.000 x g por 30 minutos a
4°C. Em seguida, o sobrenadante foi aplicado em uma coluna de Ni-N'TA de fluxo
rapido previamente equilibrada com tampao TFK-7,5 ou TK-8,5. Apds 30 minutos
de repouso na coluna, os contaminantes e a amostra foram eluidos da coluna com
60 e 350 mmol.L." de imidazol, respectivamente. Ao final, as fracdes foram reuni-

das, concentradas e dialisadas para retirada do imidazol.

3.1.2.2 Purificacao da APRT

As células contendo APRT foram ressuspensas em 20 mmol.LL' de tampio
Ttis pH 7,5 contendo 1 mmol.L! de PMSF, 1 mmolL" de DTT, 150 mmolL" de
KCl e 5 mmolL" de MgSO, (T'tisMg-7,5) e, em seguida, rompidas usando um soni-
cador operando com pulsos de 50 mA, por 30 segundos, em intervalos regulares de

30 segundos de repouso no gelo. Os residuos celulates e o0 material insolivel foram
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removidos por centtifugacio a 20.000 x g por 30 minutos a 4°C e a APRT purifica-
da em duas etapas cromatograficas. Na primeira etapa, o sobrenadante foi adicio-
nado a uma coluna de AMP-agarose, previamente equilibrada com tampao TrisMg-
7,5, permanecendo em seu interior por 15 minutos. Passado esse petiodo, o sobre-
nadante foi retirado pela lavagem da coluna com o mesmo tampio. Os contami-
nantes e a APRT foram posteriormente eluidos com tampao contendo 1 e 2
mmol.L." de AMP, respectivamente. Apés a coleta das fracdes, a coluna foi reequi-
librada com tampao e adicionada nova aliquota de sobrenadante. A monitoragio
dos efluentes da coluna foi feita pela medida de absorbancia 2 220 nm e o fluxo
mantido 2 1 mL.min"". Apds essa etapa de purificacio, fragdes de APRT foram re-
unidas e concentradas em AMICON® e submetidas a coluna de filtracao molecular
(Superdex-75).

Ap6s equilibrio da Superdex 75, feito com tampido TtisMg-7,5, amostras da
APRT foram submetidas a coluna e tiveram suas fragdes eluidas no pico principal
com mesmo tampio de equilibtio. O fluxo foi mantido a 30 mI.h" e fracdes de 1
mL foram coletadas e imediatamente armazenadas a 4°C para caractetizacio fisico-
quimica e espectroscopica. Previamente a coleta, a coluna foi padronizada com pa-

droes de massa molecular.
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3.1.3 Caracterizacdo Fisico-Quimica

3.1.3.1 Eletroforese

A eletroforese em gel de SDS-PAGE ¢é um método usado para determinar o
grau de homogeneidade de amostras biologicas, para identificar e monitorar protei-
nas durante a purificagao. Ele demanda pouca quantidade de amostra e os expeti-

mentos sao reprodutiveis e realizados sob condi¢oes desnaturantes. [Garfin, D. E.

>

1990]

A eletroforese das amostras foi feita segundo o método LAEMMLI [Laemmi-
li, 1970] em géis de SDS-PAGE a 15%. Os tampdes de amostra continham [3-

mercaptoetanol e os géis foram corados com azul de comassie. Para identificar as

massas moleculares das proteinas (MM), foram usados padrdes contendo BSA,

OVA, ACB, I'TS e Cit c.

3.1.3.2 Determinacao da concentracio e ensaios enzimaticos

Dentre os métodos espectrofotométricos voltados para a determinacio da
concentra¢do protéica foram selecionados um direto e outro indireto para determi-
nar o teor de APRT-His e de APRT nas amostras [Stoscheck, 1990]. O método de
absor¢do a 280 nm (direto) baseia-se na medida de absotrciao dos croméforos tirosi-

na, triptofano, fenilalanina e cisteina presentes nas proteinas, a0 passo que o méto-
23



do de Bradford (indireto) esta baseado na absor¢ao colorimétrica do produto for-
mado na reacio entre o azul de comassie e grupos especificos da proteina tais co-
mo arginina, lisina, tirosina, triptofano e fenilalanina.

No calculo de concentragio de proteina determinada pelo método direto, fo-
ram usados coeficiente de extingdo calculado igual a 14.890 mol'L.cm™ * ¢ massas
moleculares de 26,7 kDa e 25,8 kDa para APRT-His e APRT, respectivamente. A
concentracao de proteina determinada pelo método de Bradford foi extraida da
curva padrio de BSA a2 1 mgml.".

A atividade enzimatica foi determinada pelo método espectrofotométrico
[Tuttle, 1980] e pelo radioquimico [Hochstadt, 1978]. Ambos os métodos sio base-
ados na medida quantitativa do AMP formado na reacio enzimatica, porém, o pti-
meiro € mais rapido e simples, embora seja menos sensivel e demande uma grande
quantidade de amostra (mg de proteina). O método radioquimico, por sua vez, ne-
cessita de um tempo maior para prepara¢io do expetimento, além de equipamento
e materiais de alto custo tais como cintilador, liquido de cintilagio e filtros especiais.

Mas, apesar dessas desvantagens, o método radioquimico é mais sensivel e detecta

pequenas quantidades de amostra (ug de proteina).

* O cileulo do coeficiente de extingio foi feito por um programa extraido do artigo intitulado “Calculation
of protein extintion coefficients from amino acid sequence data”, descrito por Gill & von Hippel em A4-
nalytical Biochemistry, 182, 319-326, 1989.
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3.1.3.2.1 Ensaio enzimatico - método espectrofotométrico

Foram avaliadas as atividades enzimaticas de trés amostras de APRT-His e
uma de APRT. As amostras de APRT-His encontravam-se a 0,200 mg.mL " e nos
tampoes TK-8,5, TrisHis-8,5 e TrisMg-7,5.

Aliquotas de 30 pL de cada amostra foi adicionada separadamente a uma mis-

tura constituida de TRE® e 100 umol.L." de adenina e acompanhada a variacio na

absorbéncia da adenina a 256 nm (Ae= 2,1 mmol” L. cm™) por 300 segundos.

3.1.3.2.2 Ensaio enzimatico - método radioquimico

O método radioquimico baseia-se na medida do produto [8-’H]JAMP formado
na reagio catalisada pela APRT entre a [8-’H]adenina e o PRPP em presenca do
Mg”". Sabendo-se que a alta concentragio de produto pode levar 3 inibicio enzima-
tica, obteve-se inicialmente a curva de atividade enzimatica analitica da APRT e em
seqiiéncia foram analisadas as amostras.

Amostras de APRT foram diluidas em fampdo de diluicdo até as concentragdes
de 2,8; 3,5; 5,7; 7,0; 9,0; 18¢ 28 mg.mL'1. Aliquotas de 25 pL. de cada amostra foram

adicionadas a 25 UL de soludo de reagao e incubadas a 37°C por 10 minutos.

* A composigio dessa solugio estd descrita no capitulo 2, item 2.1.1.
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Em seguida, 1 mL de solugio tampdo de parada e 200 pl. de solucio 500
mmol.L.! de cloreto de lantinio foram adicionados a mistura para cessar a reacao e
permitir a precipitagio do [8-’H]JAMP. Apds breve agitagio e tepouso no gelo por
15 minutos, as amostras foram filtradas em filtro GF/C para obten¢do do precipi-
tado. Ap6s secagem dos filtros durante 12 horas a 22°C, foi feita a contagem do
AMP marcado, retido no filtro no Multi-purpose Scintillation Counter LS 6500, usando
liquido de cintilagao Ultima Gold”™.

Amostras de APRT a 10 pgmL " em TrisMg-7,5 e de APRT-His a 10 pgmL’
em tampao TK-8,5 na auséncia e na presenca de 150 mmolL." de histidina (Tt-
sHis-8,5) foram diluidas em tampio de diluigio para 2,0 pgmL” ¢ medidas suas
atividades enzimaticas seguindo o mesmo procedimento usado para obtencio da

curva de atividade enzimatica analitica.

3.1.3.3 Determina¢io do ponto isoelétrico

A focalizacio isoelétrica (IEF) é uma técnica eletroforética usada para sepatrar
proteinas em uma mistura. Ela é feita em condi¢io nao desnaturante e tem como
principio a movimentagio de uma particula catregada em um gradiente de pH
quando um campo elétrico ¢é aplicado. Nesse gradiente, a patticula se movimenta

até a posicio em que sua carga total seja zero (ponto isoelétrico) [Gatfin, 1990].

26



O ponto isoelétrico da APRT-His (ug) e da APRT (pg) em TK-85 e TrisMg-

7,5, respectivamente, foram determinados experimentalmente com auxilio de equi-
pamento Phast-System utilizando um gel com um gradiente de pH vartiando entre 5 ¢
8. Simultaneamente, os valores de PI tedtico das proteinas também foram obtidos

usando-se o programa EXPASY e os valores compatados aos expetimentais.

3.1.3.4 Estudo de solubilidade da APRT-His

A solubilidade e a estabilidade de uma proteina i vifro dependem da escolha
do solvente que pode, por sua vez, modificar as caracteristicas da proteina em fun-
¢ao da alteracio da forga i6nica, pH, concentracio de cofatores e aditivos [Pohl,
1990].

A avaliagdo da solubilidade da APRT-His foi feita em funcio do pH, da con-
centra¢ao salina e da presenca de agentes solubilizantes. Com excecio das amostras
contendo AMP, a concentragio das demais foi obtida pela medida de absorbancia a
280 nm do sobrenadante ap6s centrifugagio das amostras a 13.000 rpm a 4°C por
30 minutos, utilizando o coeficiente de extin¢do calculado de 14.890 mol'.L.cm® e
massa molecular de 26,7 kDa. As concentracoes das amostras contendo AMP fo-

ram determinadas pelo método de Bradford.
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Inicialmente, amostras de APRT-His purificadas foram dialisadas contra 20
mmol.L.! de tampio fosfato pH 7,0 e 7,5 (I'F-7,0 e TF-7,5) e contra 20 mmol.L."
de tampao Tris pH 8,0 8,5 e 9,0 (T11s-8,0, Tris-8,5, Tris-9,0), todos os tampodes con-
tinham 1 mmolL.! de PMSFE, Ap6s didlise, as amostras a 3 mgml.’', em triplicata,
foram armazenadas por no minimo 5 dias a 4°C, tendo suas concentragbes acom-
panhadas diariamente conforme descrito. Apds avaliacio do limite de solubilidade
da enzima em cada pH estudado, as amostras da APRT-His a 0,5 mg.mL. ', em tri-
plicata, foram dialisadas contra os mesmos tampdes na auséncia e na presenca de
50 mmol.L" de KCI e tiveram suas concentracdes determinadas durante o periodo
de armazenagem de cinco dias a 4°C.

O efeito da concentracio salina na solubilidade da APRT-His foi verificado
ap6s didlise das amostras a 0,5 mgml', em triplicata, contra tampio Ttis-8,5 con-
tendo 50, 150, 500 e 1000 mmol.L.'" de KCL. A escolha pelo ion potissio foi feita
com o intuito de manter o mesmo cation dos tampdes fosfato utilizados.

A influéncia do ion niquel, do AMP, do imidazol e do aminoacido histidina na
solubilidade da APRT-His foi observada separadamente ap6s didlise das amostras a
1,8 mg.mL" contra tampio Ttis-8,5 contendo 50 mmolL." de cloreto de niquel, 1
mmol.L' de AMP, 150 mmolL" de Imidazol, 50, 100 e 150 mmol.L."! de histidina

livre, na auséncia e presenca de 150 mmol.L." de KCl.
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3.1.4 Caracterizagao espectroscopica

3.1.4.1 Espectroscopia de absorgao eletronica

A espectroscopia de absorcio eletronica voltada a caracterizacdo de proteinas
in vitro pode fornecer informagdes sobre o ambiente molecular da proteina, uma
vez que suas caracteristicas espectrais podem variar de acordo com o ambiente
quimico em que se encontra. A mudanca de solventes ou a presenca de ligante, por
exemplo, podem alterar a freqiéncia e a intensidade de absot¢io ou levar a uma
modificacao na forma da banda espectral [Cantor, 1980].

Ao longo dos expetimentos, a absot¢io eletronica foi amplamente usada para
caracterizacdo e monitoramento dos procedimentos de purificagido e também para
caracterizar a interagdo da enzima APRT-His e APRT com seus ligantes. Além dis-
so, essa técnica foi fundamental no acompanhamento da solubilidade da APRT-His
em fungio do tempo.

Espectros de absor¢io eletronica das amostras de APRT-His e APRT foram
coletados entre 220 e 300 nm a 25°C com auxilio de uma cubeta de quartzo com 1
cm de caminho 6ptico, no espectrofotdmetro Hitachi modelo U-2001. Como refe-
réncia, foram utilizadas solugcdes dos correspondentes tampdes desctitos na secio
anterior.

Espectros da APRT-His e da APRT na presenca e na auséncia de ligantes fo-

ram registrados em um intervalo de 240 a 300 nm. As amostras a 200 ug.mL." en-
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contravam-se em TK-7,5 e 8,5 e TrisMg-7,5 contendo 100 umoLL" de adenina, 1

mmol.I.! de PRPP e 1 mmol.L."! de AMP.

3.1.4.2 Espectroscopia de dicroismo circular (CD)

O dicroismo circular ¢ a propriedade que uma molécula quiral tem de absor-
ver diferentemente a luz circularmente polarizada 2 direita e a esquerda.

Como as proteinas estdo repletas de centros quirais (catbonos o) distribuidos
e arranjados ao longo da cadeia principal em hélices alfa, folhas beta, estrutura de-
sordenada e outras, é possivel caracterizar a estrutura secundaria dessas macromo-
léculas e quantifica-las por espectroscopia de CD [Cantor, 1980].

Por CD ¢ possivel observar mudangas conformacionais induzidas por intera-
¢oes da proteina com ligantes especificos e solventes, assim como verificar altera-
¢Oes ocorridas em funcio do pH, da temperatura, da for¢a id6nica, e monitorar fe-
nomenos de desenovelamento/renovelamento [Cantor, 1980].

Espectros de CD foram registrados no intervalo de 195/200 a 250 nm, como

uma média de dezesseis varreduras em cubetas cilindricas de quartzo de 1 mm de

caminho optico. Em todos os casos, eles foram obtidos em elipticidade (&) e, em

alguns casos, convenientemente transformados em elipticidade molar ([@]), utili-

zando a relacio:

[6] = 100.10° N . 6
Cl
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em que [N é 115 (massa molar média de um residuo), C é a concentra¢ao da protei-

na em mg/mle /é o caminho ético em cm. Por razdes historicas, a concentracio
era medida em g/100 cm3, por esta razdo aparece o fator 100 na equagio acima. A

elipticidade molar, [0], é expressa em grau.cm2.dmol-1. 10°.

Espectros de CD das amostras de APRT-His e de APRT em TK-75 ¢ 85
com concentra¢oes variando de 0,04 a 0,40 mg.mL." foram coletados, sendo verifi-
cado o efeito dos ligantes e do aminoacido histidina (nas amostras de APRT-His)

Nnesses CSPCCU?OS.

3.1.4.2.1 Estimativa da estrutura secundaria

O espectro de CD ¢ a contribuic¢do linear de todas as fracoes de estrutura se-
cundaria que constituem uma dada proteina. Sendo assim, por uma simples analise
de um espectro de CD ¢ impossivel obter o teor de cada uma dessas estruturas
em sepatado [Greenfield, 1996]. Para estimar o conteido de fracdes de estruturas
secundarias sio usados programas como o Convex Constraint Analysis (CCA)
[Perczel, A., 1992], o Self Consistent Method (SELCON) [Seerama e# a/, 1993] e outros.
Os programas CCA e SELCON sao métodos de desconvolugio, isto é, extraem

diretamente as componentes comuns dos espectros expetimentais de CD, permi-

tindo a obtengio de suas curvas puras (a-hélice, folha 3 antiparalela, volta B e/ou
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folha [ patalela e estrutura desordenada, conttibuicdes de residuos aromaticos e/ou
pontes de dissulfetos) e as porcentagens que as mesmas representam no espectro.

A estimativa do teor de estrutura secundatia foi feita pelo programa Self Consis-
tent (SELCON-2), usando um grupo de proteinas de treferéncia constituido de 33
espectros de CD e suas respectivas fragoes determinadas por ctistalografia de raios
X. Por esse método, o espectro da proteina a ser analisado € incluido em uma ma-
triz com dados espectrais de CD e é selecionada inicialmente a estrutura de uma
proteina ao acaso. A equagdo da matriz relacionando o espectro de CD e a estrutu-
ra secundaria é resolvida pelo algotitmo de decomposi¢io de valor singular (SVD)°
e as solugoes validas satisfazem as condi¢oes da soma de fracoes entre 0,95 e 1,05,
na qual a fragdo ¢ maior do que —0,025 e o desvio r.m.s. entre a forma calculada e a
experimental ¢ menor do que Ae. A solugio, a qual é a média de todas as solugoes

validas, substitui a selegdo inicial e o processo € repetido até que a autoconsisténcia

seja alcangada.

3.1.4.3 Espectroscopia de emissdo de fluorescéncia

E possivel caracterizar macromoléculas biolégicas por emissio de fluorescén-

cia e verificar mudangas conformacionais discretas. Em proteinas, no microambien-

te dos fluoréforos naturais como triptofano, tirosina e fenilalanina, podem ocorrer

¢ Hennessey, ].P., and Johnson, W.C. Jr. Information content in the circular dichroism of protein. Bio-
chemistry 20, 1085-1094, 1981.
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alteracdes no espectro de emissio, no rendimento quantico ou na posi¢io do ma-
ximo de emissio. As alteracbes também podem ser induzidas por ligantes, supres-
sores, solventes, ions ou agentes solubilizantes [Lakowicz, 1983; Eftink, 1991].

Para verificar o intetvalo de linearidade das medidas, amostras de APRT com
concentracio variando entre 0,035 e 0,142 mg.ml." tiveram seus espectros coleta-
dos apos excitacao a 280 nm.

Espectros de emissdo de fluorescéncia estatica da APRT-His e da APRT em
tampoes com diferentes valores de pH também foram coletados na presenca e na
auséncia de ligantes. As amostras, a 0,110 mg.mL.", foram excitadas em 295 nm e
seus espectros de emissao coletados de 305 a 450 nm. Os tampoes e os ligantes es-
tudados foram, respectivamente, TK-8,5 e TrisMg-7,5, adenina (100 umol.L"),
PRPP (1 mmolLL'"), AMP (1 mmolL") e Mg®* (na forma de cloreto e sulfato - 5
mmol.L."). Todas as medidas foram conduzidas em um espectrofluorimetro Hitachi
modelo FP-777 a 20°C com auxilio de cubetas de quartzo com 1 cm de caminho
optico. ApOs a coleta, foi feita a subtracio dos espectros dos tampdes a fim de ex-
cluir a interferéncia do espalhamento Raman. Em todas as medidas, foram usados
filtros opticos de 295 nm no compartimento de emissao do equipamento.

O efeito da adigao do PRPP a solugao de Trp livte com também foi acompa-
nhada por fluorescéncia seguindo as condi¢des citadas antetiormente. A solugio de
Trp livte com DO de 0,03 foram adicionadas aliquotas de uma solugido de PRPP a

10 mmol.I." até as respectivas concentragdes 1, 2, 3, 4, 5 mmol. L.
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CAPITULO 4

41 RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1.1 Expressio e purificagio enzimatica

4.1.1.1 APRT-His

Cepas de E. ¢/ SG13009 contendo o gene aprf, inserido no plasmideo
pQE30, € o plasmideo de expressio pREP4 expressaram cerca de 10 mg.mL" de
APRT-His por litro de cultura.

Na purificagao, em coluna de Ni-NTA, foram utilizados dois tampodes: o
TFK-7,5 e o TK-8,5. O primeiro tampao, usado na fase inicial do trabalho, foi
substituido pelo segundo apds conclusiao do ensaio de solubilidade e da caracteriza-
¢ao espectroscopica preliminar da enzima. Tal modificacio, embora fundamental
para a solubilizagao da proteina, ndo alterou a homogeneidade das amostras duran-
te as etapas de expressio e purificagao. A figura 4.1 mostra um gel de SDS-PAGE a

15% obtido apds submeter as amostras a condi¢coes desnaturantes.
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Figura 4.1 - Gel de SDS-PAGE a 15% da APRT-
His antes e apos cromatografia de afinidade. Raia 1)
Padtio de massa molecular; 2) Extrato bruto apds cen-

trifugacao; 3 a 10) Fragdes de APRT-His eluidas com
350 mmol.L-! de imidazol da coluna de Ni-NTA.

A presenca de uma banda unica nas fragoes de 3 a 10, correspondente a A-
PRT-His, revela a eficiéncia da purifica¢ao conduzida em coluna de Ni-NTA. Nessa
coluna, o Nf**, cujo nimero de coordenagio é 6, possui 4 sitios ocupados pelo aci-
do nitrilo triacético (NTA), ligado a matriz de fluxo rapido, e 2 sitios coordenados
com moléculas de 4gua e, portanto, livres pata ocupacio de histidinas. A medida
que a proteina, com seis residuos de histidina adicionais, percola pela coluna, ela
coordena-se a tesina pelos dois sitios livres, permanecendo ligada até que seja eluida
com uma solug¢io acida ou com imidazol, que, por sua semelhanca estrutural com a
histidina, é capaz de ligar-se a resina deslocando a proteina presa a ela’. Além de
histidinas, o Ni** também pode formar complexos com tesiduos de cisteinas ou

triptofano presentes nas proteinas. Por isso, proteinas contaminantes siao freqien-

7 Maiotes informacoes sobre essa resina podem ser encontradas no size http:/ /www.qiagen.com.
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temente cluidas com baixas concentracdes de imidazol® (10 a2 20 mmol.L'") antes da
eluicio da proteina de intetesse. Nesse caso, a extragido dos contaminantes foi feita
com 60 mmolL" de imidazol, j4 que em concentracdes menotres foi observada a
presenca de contaminantes nas fra¢des de interesse.

Apbs purificacio, o grau de oligometizagio APRT-His foi investigado subme-
tendo a amostra a coluna de exclusio molecular (Superdex-75). Por se tratar de
uma coluna capaz de separar proteinas globulares com massa molecular entre 3 e
70 kDa, essa coluna permite a diferenciacio de formas monomeéricas, diméricas e
por vezes tetraméricas. O grau de oligomerizagio da proteina ¢ definido, num pti-
meiro momento, pela anilise do cromatograma gerado na corrida, podendo ser
confimado por um grifico de /og de massa molecular (MM) dos padroes versus seus
correspondentes volumes de eluicio. A figura 4.2 mostra o cromatograma da A-
PRT-His e dos padrdes eluidos em TK-8,5, onde se verifica que a MM aparente da
APRT-His, eluida entre 9 e 10 mL, é cerca de 49 kDa, ou seja, quase o dobro da
MM do seu mondémero (26,7 kDa), indicando que a enzima em TK-8,5 oligomeri-

za-se em dimero.

8 Processo também chamado de lavagem da coluna.
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Figura 4.2 - Cromatograma da APRT-His em Superdex-75. Na figura, o pi-
co mais intenso cotresponde 2 eluigio da APRT-His em TK-8,5 na presenca de
150 mmol.L-' de KCl apés padronizagio da coluna. As posigbes de eluigio dos
padrdes de massa molecular: BSA (albumina de soro bovino; 66,0 KDa), ACB (a-
nidrase carbbnica; 30,0 KDa), Cit C (citocromo ¢; 12,4 KDa) e RIB (riboflavina,
0,375 KDa) estio indicadas por setas.

4.1.1.2 APRT

Cerca de 5 mgmL"' de APRT por litro de cultura foi obtido na expressio da
enzima em cepas de E. i BL21(DE) contendo o gene aprt subclonado no plas-
mideo pET29A+. Esse rendimento é correspondente a metade do obtido com a
purificagio da APRT-His e deve-se provavelmente a auséncia da cauda de histidinas
da proteina. A putificagio, realizada em duas etapas, além de exigit um tempo mai-

or (cerca de 5 dias ou mais), também implica em menor recuperagio a cada etapa.
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A APRT foi purificada usando-se uma coluna cromatografica de afinidade
(AMP-agarose) e outra de exclusio molecular (Superdex-75). Como um dos produ-
tos da reacio catalisada pela APRT é o AMP, foi utilizada uma resina contendo esse
composto.

A homogeneidade das amostras putificadas e o rendimento obtido na exptes-
sio bactetiana foram verificados através de ensaios eletroforéticos sob condi¢oes

desnaturantes (Figura 4.3).

Figura 4.3 - Eletroforese da APRT antes e apés cromatografia de afinidade e apos fil-
tracio molecular. Raias 1, § e 9) Padrio de massa molecular; 2) Extrato bruto apos lise celu-
lar; 3) Extrato bruto ap6s centrifugacio; 4 e 5) Fra¢des eluidas com 1 mmol. L' de AMP da co-
luna de AMP-agarose; 6) APRT eluida com 2 mmol.L-! de AMP da coluna de AMP-agarose; 7)
APRT concentrada até 8 mg.mlL! apés purificagio em coluna de AMP-agarose; 10 a 15) Fra-
coes de APRT eluidas com TrisMg-7,5 da coluna Superdex-75.

As raias 6 e 7 mostram a enzima eluida da coluna de afinidade, diluida e con-
centrada, enquanto as taias de 11 a 15 mostram as fragdes 5, 6,7, 8 ¢ 9 eluidas da

Superdex-75. A figura 4.4 ilustra a elui¢do da APRT sobre a coluna Superdex.
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Figura 4.4 - Cromatograma da APRT em Superdex-75. O pico observado
entre 8 e 9 ml. corresponde 2 APRT eluida em TrisMg-7,5 os demais picos sdo de
contaminantes. As posi¢des de eluigio dos padrdes de peso molecular: BSA (al-
bumina de soro bovino, 66,0 KDa), ACB (anidrase carbonica; 30 KDa), Cit C (ci-
tocromo ¢, 12,4 KDa) estiio indicadas por setas.

A APRT em TrisMg-7,5 foi eluida em 9 mlL, ou seja, na posi¢ao que cortes-
ponde a uma massa molecular aparente de 60,2 kDa. Considerando que o mono-
mero possui uma massa molecular de 25,8 kDa, pode-se dizer que essa proteina
encontra-se em uma forma dimérica nessa condigdo. A fragio 8 (correspondente a

raia 14 da figura 4.3) foi a mais homogénea obtida, assim, os expetimentos foram

realizados com essa fracao.
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4.1.2 Determinagio do ponto isoelétrico

Sabe-se que uma proteina, acondicionada em um pH pr6ximo ao seu valor de
PI, agrega-se levando a precipitagio [Voet & Voet, 1995]. Assim, com o objetivo de
se utilizar um tampao com pH distante do PI, foram determinados os valotes expe-
timentais e tedricos dos pontos isoelétricos da APRT-His ¢ da APRT. Pela tabela
4.1 é possivel comparar os resultados obtidos com as duas enzimas e verificar que a
APRT-His apresenta um PI expetrimental distante daquele obtido pelo programa
Expasy. O mesmo, contudo, nio ocorre com a APRT, que mostra proximidade en-

tre os valores de PI tedtico e experimental.

Tabela 4.1 - Valores tedricos e experimentais de PI da APRT-His e da A-

PRT.
Proteina P1
Teorico Experimental
APRT em TrisMg-7,5 6,12 6,4010,20
APRT-His em TK-8,5 6,80 7,700,160

A diferenca entre os valores de PI teético e experimental da APRT-His e a di-
ferenca entre seus valores e os obtidos com a APRT parece estar telacionada,
sobretudo, 2 presenca da cauda de histidinas e a sua conformagao na regiao N-

terminal da APRT-His.
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Considerando que o pKa das histidinas em proteina esta em torno de pH 7.5,
pode-se afirmar que em pH 8,5, esses tesiduos encontram-se totalmente ionizados,
adquirindo uma densidade de carga negativa proveniente dos pares de elétrons iso-
lados do nitrogénio. A presenca dessas cargas adicionais na estrutura da APRT faz

com que seu valor de PI desloque para um valor mais alto de pH.

4.1.3 Estudo de solubilidade da APRT-His

Intimeras vezes, proteinas tecombinantes soliveis i# vivo tornam-se insoluveis
in vitro em virtude da alteracio no seu ambiente biologico [Pohl, 1990]. A precipita-
cio da APRT-His em TF-7,5 foi observada, inicialmente, durante a dialise para reti-
rada do imidazol e acentuou-se 2 medida que ela era concentrada e armazenada no
mesmo tampio. A caractetizagio por CD ap6s centrifugacio das amostras a 10.000
tpm por 10 minutos, por sua vez, indicou que a proteina, embora mostrasse uma
solubilidade “aparente”, nio fornecia espectros reprodutiveis, indicando que possi-
velmente estatia ocotrendo a formaciao de complexos macromoleculares soliveis,
no sobrenadante. Esses resultados mostraram que, apesar de solivels, esses com-
plexos estariam promovendo o espalhamento da luz incidente sobte as amostras de
CD. Tais observagdes conduziram os expetrimentos a um estudo para investigacao
da solubilidade da proteina em fungio de parimetros diversos (concentragao, pH e

forca iOnica).
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A definicio do intervalo de concentragao estudado foi baseada na constatagao
de que APRT-His a 3,0 mg.mL" precipitava durante a dialise contra tampio fosfato
pH 7,5 contendo 300 mmolL" de KCI. Assim, para definir seu o limite de solubili-
dade, a APRT-His armazenada no mesmo tampao, nas concentragoes de 0,1; 0,5;
1,0; 1,5; 2,0; 2,5 ¢ 3,0 mg.mL" foi acompanhada por 5 dias. Durante esse periodo,
notou-se que as amostras a2 0,1 mg.mL' eram “aparentemente” solaveis, embora
ainda apresentassem falta de reprodutibilidade nos espectros de CD. Nas demais
concentragdes (acima de 0,5 mg.mL™"), ocorreu precipitagio diatia.

A baixa solubilidade observada para a APRT-His (0,1 mg:mL") podetia estar
relacionada ao pH do tampio utlizado (TF-7,5). Por isso, a solubilidade da APRT-
His na concentracio de 0,5 mgmL™" foi estudada em tampdes com pH variando de
7,2 29,0, por um petiodo de 5 dias. Os experimentos foram conduzidos em tampao
fosfato (pH 7,2 e 7,7) e em tampao Ttis (pH 8,0, 8,5 ¢ 9,0). Ambos tiveram sua for-
ca iOnica constante, uma vez que foram preparados a partir dos seus respectivos
sais. Além disso, esses expetimentos também foram realizados na presenca de 50
mmol.L" de KCl

A figura 4.5 mostra os graficos de concentragio de APRT-His em fungio do
tempo. Conforme citado na se¢io 3.1.3.4, a concentragio das amostras foi obtida
diariamente pela medida de absorbancia, a 280 nm, do sobrenadante ap6s centrifu-
gacio das amostras a 13.000 tpm a 4°C por 30 minutos. Apos 5 dias, cetca de 92%

da proteina permaneceu solavel em Tris-8,0, 8,5 ¢ 9,0. Enquanto isso, em tampao
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fosfato pH 7,2 e 7,7, a solubilidade foi de 76%, independentemente da presenga de

KCL
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Figura 4.5 - Concentragiio da APRT-His em diferentes valores de
pH. Concentragio da APRT-His, em diferentes valores de pH, em fun-
¢io do tempo na auséncia (A) e na presen¢a de 50 mmol.I! de KCI (B).
APRT-His em tampio fosfato pH 7,2 (m), tampio fosfato pH 7,5 (e),
Tris-8,0 (*), Tris-8,5 (V) e Tris-9,0 (A).
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Como desctito no item 4.2, o PI para a APRT-His calculado a partir de sua
sequéncia foi de 6,8, enquanto o experimental foi de 7,7. Analisando os resultados
de solubilidade obtidos pela variagio do pH e os tesultados provenientes da analise
de PI, optou-se pelo uso do tampio TK-8,5 para a manipulacio da APRT-His des-
de sua expressio, procedimentos de purificagao e armazenamento.

Como a solubilidade de muitas biomoléculas depende da for¢a i6nica dos sol-
ventes [Hartis, 1999], insistimos na investigacao desse aspecto, incubando a APRT-
His em TK-8,5 (0,5 mgmL") em 50, 150, 500 mmol.L." e 1 mol.L.! de KCI por um
petiodo de 15 dias. Os tresultados mostraram que a solubilidade da enzima mante-
ve-se maior nas concentra¢des de 150 e 500 mmol.L! de KCl (80% do valor inici-
al), enquanto em 50 mmol.L.! sua solubilidade caiu para 58%. Por outro lado, na
presen¢a de 1 mol.L." a solubilidade foi menor que 20% e pode ser explicada devi-
do ao efeito de salting-out .

As amostras da enzima armazenada em ‘Ins-85 contendo 150 e 500
mmol.L." de KCl também foram avaliadas por CD. A figura 4.6 contém os resulta-

dos dessa analise.

9 O efeito de salting-ont é a precipitagio da proteina induzida pelo excesso de sal..
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Figura 4.6 - Espectros de CD da APRT-His em Tris pH 8,5
contendo 150 e 500 mmol.L-1 de KCI. Nesta figura sio mostrados
os espectros das amostras, a2 0,4 mg/ml, em duplicata (-.-) e (--). A
figura (A) refere-se a APRT-His armazenada com 150 mmol. L1 de
KCl e a figura (B) referem-se a2 mesma proteina em 500 mmol.L! de
KCl. Todos os espectros foram coletados em 16 ciclos consecutivos,
com o intervalo de 200 a 250 nm usando uma cubeta de quartzo de 1
cm de caminho 6ptico.

Como ¢é possivel observar na figura 4.6, os espectros das amostras contendo

300 mmol.L! de KCI nio mostram reprodutibilidade entre os espectros. E possivel
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que, nessa concentragio, a APRT-His estivesse proxima a condi¢io de satura¢io
salina ou de salting-ont € que, mesmo nio sendo significativamente perceptivel por
medidas de concentracio, estivesse ocotrendo também a formagio de complexos
mactomoleculares no decorrer da manipulacio da amostra. Os resultados de solu-
bilidade da APRT-His mostraram, entio, que a melhor condi¢ido para manté-la so-
lavel em concentracio abaixo de 0,5 mgml." setia purificando-a e armazenando-a
em tampio Tris-8,5 na presenca de 150 mmol L de KCI (TK-8,5).

Solucdes protéicas em concentragdes abaixo de 0,5 mgmL' sio frequente-
mente utilizadas para estudos espectroscopicos. Contudo, para ensaios de ctistaliza-
cdo ou mesmo RMN, é necessitio que a proteina esteja em concentragdes cerca de
5 a 10 vezes maiot. Por isso, os estudos sobre solubilidade da APRT-His foram es-
tendidos, investigando-se o efeito de alguns agentes de solubilidade nesse fenome-
10.

Embora nio seja possivel descrever um sistema de solventes de aplicacao uni-
versal, a adicdo de certos componentes 2 solugiao de armazenagem pode ser feita no
sentido de auxiliar a estabilizacio de determinadas proteinas. A presenca de aditivos
ou ligantes em uma solugio protéica pode afetar a solubilidade de macromoléculas
diretamente pela estabilizagio da estrutura terciaria ou indiretamente por modifica-
cdo da estrutura e propriedades fisico-quimicas dos solventes [Ries-Kautt & Du-
croix, 1992]. Nesse sentido, os aditivos cloreto de niquel, AMP, imidazol e histidina
livre foram adicionados, separadamente, 2 APRT-His armazenada a 1,8 mg.mL‘1 em

Tris-8,5. Como citado na secio 3.1.3.4, esses aditivos foram adicionados por meio
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de dislise, levando a solubilizacio diferenciada da proteina no saco de didlise. Devi-
do a esse fato, o inicio do expetimento deu-se apos a dialise pelo acompanhamento
da concentracio protéica do sobrenadante por 7 dias consecutivos. A figura 4.7 i-
lustra a influéncia de cada aditivo (ou agente de solubilizagdo) na solubilidade da
enzima durante o petiodo de armazenagem da proteina.

A auséncia da curva relativa 4 APRT-His na presenca do Ni*" deve-se ao fato
de as amostras terem precipitado durante o processo de didlise. Diante da precipita-
cio, deduz-se que esse fon a0 ser coordenado pelas histidinas de varias moléculas
adjacentes estaria conttibuindo para aumentar a interagao intermolecular proteina-
proteina.

Ao contratio do que ocotreu com o niquel, a presenca dos demais aditivos
elevou a solubilidade da APRT-His. Ap6s 7 dias de armazenamento, a presenca de
histidina livre promoveu a solubilidade de cerca de 75% da proteina, ao passo que o
imidazol e o AMP promoveram, respectivamente, a solubilizagio de 70% e 60% da
APRT-His. Um fato a ser destacado é que a adigio de 150 mmolL" de KCI mos-
trou-se inécua em aumentar a solubilidade da enzima quando na presenga desses
aditivos. Vale ressaltar que os expetimentos também foram conduzidos com NaCl,
substituindo o KCl, e nio foram observadas diferencas significativas nesses resulta-

dos.
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Figura 4.7 - Influéncia de agentes solubilizantes na concentracio da
APRT-His. Amostras de APRT-His, com concentragio inicial de 1,8
mg.ml! em Ttis-8,5 na auséncia (A) e na presencga de 150 mmol.L! de KCl
(B) e de (m) nenhum ligante, () 1 mmol.L-* de AMP, (A) 150 mmol.L! de
imidazol e (*) 150 mmol.L-! de histidina. As concentragdes foram monito-
radas pela medida de absorbancia, a 280 nm, do sobrenadante retirado apds
centrifugacao das amostras a 13000 rpm por 30 minutos e a 4°C. Na figura
a precipitagio ocorrida durante a didlise das amostras é representada pela
auséncia da linha ligando a concentragio inicial ao primeiro ponto de cada
curva.
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Com base nessas observacoes, supde-se que o aumento de solubilidade pro-
movido pela histidina livre e pelo imidazol tenha ocortido devido a minimizagao da
interacio das seis histidinas do peptideo de fusido com regides de potencial eletros-
tatico positivo de moléculas adjacentes ou das interagdes intermoleculares do tipo
dipolo-dipolo que poderia levar a formagio de grandes agregados. E importante
lembrar que a proteina armazenada em Tris-8,5 possui todas as histidina da por¢ao
N-terminal ionizadas e com densidade eletrdnica negativa. Na Figura 4.8 sio ressal-

tadas as regides com potencial positivo e negativo, presentes na supetficie da APRT.

Figura 4.8 - Estrutura dimérica da APRT de L. tarentolae. Na figura, as regides em azul
ressaltam os residuos com carga positiva enquanto as regides em vermelho ressaltam os resi-
duos com carga negativa.
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Como o melhor resultado obtido foi na presenga de histidinas livres, um expe-
rimento aumentando-se a concentracio desse aminoacido livre de 50 para 100 e
150 mmol.L." foi realizado. Esses tresultados estdo ilustrados na Figura 4.9 e de-
monstram que a solubilidade nio foi significativamente alterada com o aumento da

concentracao de histidina.
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Figura 4.9 - Efeito da concentracio de histidina na solubilidade da A-
PRT-His. Nesta figura evidencia-se a variagio da concentragio da APRT-His
(Ci= 01,8 mg.mL!) que ocorte quando 50 mmol.L-? de histidina (A), 100
mmol.I1 de histidina(®) e 150 mmolL-! de histidina (W) sio adicionados no
tampdo de armazenagem da APRT-His.

50



A APRT-His, em tampio Tris pH 8,5, contendo 50 mmol L' de histidina, na
presenca de 1 mmol L' de PMSE, foi concentrada até 8 mgmL™, permanecendo
estavel por 7 dias, a 4°C.

A anilise conjunta dos resultados de determina¢iao do PI experimental e dos
estudos de solubilidade permitiu-nos concluir que a purificagio e o armazenamento
da APRT-His, inicialmente conduzidos em pH 7,5, levaram a intensa precipitacao
da enzima pelo fato de estar armazenada em pH préximo ao valor de PI experi-
mentalmente obtido.

Apds a defini¢ao das condigoes de solubilidade da APRT-His, foram conduzi-

dos alguns estudos compatativos de atividade enzimatica com a APRT.

4.1.4 Ensaio de atividade enzimatica

As atividades enzimaticas da APRT-His e da APRT foram determinadas pelo
método espectrofotométrico [Tuttle & Krenitsky, 1980] e pelo radioquimico [Ho-

chstadt, 1978].

O método espectrofotométrico baseou-se na variacio de absorbancia (AA)
que ocorre 2 medida que o produto AMP ¢ formado. A concentragio do produto é

calculada pela equagao da Lei de Beer AA = g.b.c.
Como a AA ocorre em funcio da adicao da adenina ao nucleosideo, torna-se

necessario utilizar uma variacio de coeficiente de absortividade molar (Ag), ao invés
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de €, para o cilculo da concentragio do AMP formado (n). O Ag cotresponde, en-

tio, a diferenca entre o coeficiente de absortividade molar da adenina ligada e no

estado livte e igual a 2,1 mmol'.L.cm’, como indicado por Tutle e Krenitsky

(1980).

A partir disso, a concentra¢io do produto formado relaciona-se com a ativi-

dade enzimatica pela equagao:

Atividade enzimatica especifica = c. AA.1000 / At.cp

em que At é a variagdo de tempo em minutos e ¢, a concentragdo enzimatica em gL A figu-

ra 4.10 exemplifica o resultado de um ensaio enzimatico da APRT.
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Figura 4.10 - Grafico obtido no ensaio de atividade enzimatica
da APRT (método espectrofotométrico). 30 pg de APRT a 0,2

mg.mL1 foram adicionados 4 solu¢ao de TER contendo 100 umol.L-
1 de adenina. A reagao foi acompanhada a 256 nm por 300 segundos.
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Na tabela 4.2 encontram-se os valores de atividade enzimatica obtidos pelo

método espectrofotométrico para a APRT e APRT-His.

Tabela 4.2 - Atividade enzimatica da APRT e da APRT-His em diferentes
tampdes (método espectrofotométrico).

Amostra Tampio Atividade especifica
(U**/mg de proteina)
APRT (L. donovani) - 3,60%**
APRT (L. tarentolae)* TrisMg-7,5 3,60
APRT-His (L. tarentolae)* TK-85 3,77
APRT-His (L. tarentolae)* TrisHis-8,5 4,00

*Todas as amostras encontravam-se a 0,2 mg mL".
**Por definicio, 1 unidade enzimatica (U) corresponde a quantidade de enzima necessaria para

catalisar 1 pimol de substrato por minutoa 25°C sob condig¢oes 6timas de reacio.
***Valor extraido de Tuttle, V.J.; Krenitsky, T. A. A Purine Phosphoribosyltransferases from
Leishmania donovani. The Journal of Biological Chemistry, 255 (3), 909, 1980.

Esses valores sio muito proximos aos descritos na literatura para a APRT de
L. donovani [Tuttle & Krenitsky, 1980], e aparentemente a atividade da APRT-His e
da APRT mostram os mesmos valores. Mas, por se tratar de um método menos
sensivel do que o radioquimico, as medidas de atividade enzimatica foram repetidas
utilizando-se este ultimo método.

A atividade enzimatica determinada pelo método radioquimico é baseada na
radioatividade do tritio incorporado ao AMP produzido na reagio catalisada pela
APRT. Antes das medidas propriamente ditas, é conveniente obter-se uma cutrva

analitica da APRT, pois altas concentragdes do produto formado podem levar a
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inibi¢ao da enzima [Nelson & Cox, 2000]. A figura 4.11 mostra essa curva e destaca
duas regides distintas: uma regiio linear, entre 0 e 10 pgmL", em que a concentra-
¢ao da APRT ¢é proporcional a concentragdo de AMP formado e outra regido, aci-

ma de 20 pgml.’, em que a concentragio do produto tende a se tornar constante.

Considerando que até 10 pgmL" a concentracio de produto formado nio inibe a
catalise enzimatica, foi usada essa concentracio de APRT e de APRT-His na reacio.

IL conveniente trelacionar os valores de atividade enzimatica convertendo-os
de contagem por minuto (CPM) para potcentagem de eficiéncia, pois os valores em
CPM comumente estdo vinculados a0 tempo de meia-vida (t,,) da substincia ra-
dioativa, a sua taxa de decaimento e i sua concentracio na amostra e os valores de
eficiéncia estdo relacionados as caracteristicas da amostra, como tampao, pH, forca

i6nica, etc. Para o cilculo de eficiéncia também foram considerados o t,, do tritio e

o tempo de armazenamento da adenina marcada desde a sua fabricacio.
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Figura 4.11 - Curva de atividade enzimatica da APRT pelo método ra-
dioquimico. Na figura esta indicado o intervalo de duas regides distintas: uma
em que a concentragio do produto é proporcional a concentragio enzimatica e
outra em que a relagido entre o produto formado e a concentracio da APRT
tende a se tornar constante. (mudar o CPM para velocidade — contagens por
minuto)

A Tabela 4.3 mostra os resultados dos ensaios radioquimicos das duas enzi-
mas. A APRT apresentou praticamente o dobro da atividade da APRT-His, em to-
dos os tampdes estudados, contrastando com aqueles obtidos no ensaio espectro-

fotométrico.
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Tabela 4.3 - Atividade enzimatica da APRT e da APRT-His em diferentes
tampdes (método radioquimico).

*Amostra Tampio % de eficiéncia CH)
APRT TrisMg-7, 5 9 44
APR'I-His TK-7,5 3,85
APRT"His TK-8,5 4,42
APRT-His TKHis-8,5 4,28

* Todas as amostras encontravam-se a 10 pg.mL .

Como constatado, o método radioquimico permitu detectar pequenas vatia-
¢Oes na quantidade de produto que ndo foram possiveis de serem observadas pelo
primeiro método.

Considerando que a APRT é mais ativa ¢ estivel no tampao de purificagio
(T'tisMg-7,5) do que a APRT-His nessa condigdo, e que a sua cristalizacio'® ocotreu
em tampao contendo TrisMg-7,4, optou-se por manter a enzima nessa condicio.

Em paralelo 2 investigacio descrita acima, foram analisadas possiveis modifi-
cagOes estruturats por dicroismo circular e fluorescéncia. Os resultados demons-
trando as modificagdes estruturais na APRT-His, induzidas pela presenca da cauda

de histidinas, serdo mostrados a seguir.

10 A cristalizagdo e a resolugao da estrutura da APRT de L. sarentolae foram feitas por Silva, M. e encon-
tram-se descritas em sua dissertacio de mestrado, atualmente depositada no IQSC/USP.
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4.1.5 Analises espectroscopicas das enzimas APRT-His e APRT

4.1.5.1 Espectroscopia de dicroismo circular

O efeito da cauda de histidinas na estrutura secundaria da APRT-His foi in-

vestigado por CD comparando-se o seu espectro com o da APRT.

[9]x10'6(graus.cm2dmol)

200 210 220 230 240 250

Comprimento de onda (nm)

Figura 4.12 - Espectro de CD da APRT e da APRT-His. Os espec-

tros da APRT-His () e da APRT (- -), ambas em Tris-8,5, foram coleta-
dos em 16 ciclos consecutivos no intervalo de 195 a 250 nm, usando cu-
beta de quartzo de 1 cm de caminho 6ptico.

Os espectros de CD da APRT e da APRT-His, mostrados na figura 4.12, a-
presentam dois minimos locais em 209 e 222 nm e uma intersec¢io com o zero em

200 e 201 nm, respectivamente. No entanto, somente no espectro da APRT é pos-
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sivel observar que na regido em torno de 195 nm a cutva tende para um maximo
local. Esse maximo local, entretanto, é melhor observado quando espectros da
APRT-His e da APRT, em baixas concentra¢des salinas, sio coletados na regiio

entre 190 e 250 nm. De acordo com Cantor e Schimmel (1980), bandas com maxi-
mos locais em 195, 209 e 222 nm referem-se as transicdes T—>7* (C—N) e n—>1*

(C=0) que ocorrem em ligagdes peptidicas de estruturas do tipo hélice a [Cantor &
Schimmel, 1980} '.

No entanto, devido ao fato de o espectro de CD ser resultante da contribui-
¢ao de todos os elementos de estrutura secunditia, podemos apenas afirmar, a pri-
meira vista, que as duas proteinas contém hélice o em sua estrutura e que, em de-
corréncia da diferenca de intensidade dos seus espectros, elas tém diferentes teores
de estrutura secundaria. Para estimar a contribuicio de todos esses elementos foi
usado o programa SELCON-2, utilizando-se um banco com 33 proteinas de refe-
réncia [Sreerama, 1993]. Os resultados dessa desconvolucio sio mostrados na tabe-
la 4.4. Na mesma tabela encontram-se os teotes de estrutura secundaria das APRT

de L. donovani e L. tarentolae, cujas estruturas cristalograficas estio resolvidas.

" Nessa referéncia ¢ mostrada, por calculos tedticos, a origem das transicdes observadas em todos os
elementos de estruturas secundarias.

58



Tabela 4.4 - Fragoes de estrutura secundaria da APRT-His e APRT.

Amostras Héliceo Folhap Dobrap Outras RMS
%

APRT de L. donovani 30 21 — _ _

[Phillips, 1999]

APRT de L. tarentolae** 26 25 - - _
* APRT 28 20 20 32 1
* APRT-His 37 18 19 26 1

*Amostras armazenadas em TK-8_5.
** Silva, M., - comunicagio pessoal, 2001

Como indicado na tabela, verifica-se que quantitativamente ha cerca de 10%
mais em hélices na APRT-His comparados com as outras estruturas da APRT. No
entanto € preciso considerar que o programa SELCON traduz a reorientacio de
vetores como uma vatiagao estrutural, o que parece ser o mais provavel visto que
dificilmente um peptideo levaria a uma modificagio estrutural tio significativa. E
mais provavel pensar que o peptideo levatia a uma modificacio conformacional da
enzima que se traduziria como uma modificagio na orientacio dos vetotes associa-
dos as estruturas secundarias. Esses tesultados podem explicar aqueles obtidos nos
ensaios de atividade enzimatica.

A interagdo da APRT-His e da APRT com os ligantes adenina, PRPP e AMP,
também foi avaliada por CD e nio foi observada nenhuma alteragio nos espectros

obtidos quando comparados aos das enzimas isoladas.
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4.1.5.2 Espectroscopia de emissio de fluorescéncia

Para evidenciar as altera¢des induzidas pelas histidinas na molécula de APRT,
as duas enzimas foram analisadas por espectroscopia de fluorescéncia, uma vez que
proximo aos sitios cataliticos da APRT ocotte a presenga do unico residuo de trip-
tofano presente em cada monémero dessas enzimas. Esses estudos também esten-
deram-se as possiveis alteragdes que podetiam set induzidas nas enzimas quando da

interagdo com seus ligantes.

4.1.5.2.1 Comparagio entre os espectros da APRT-His e da APRT

A figura 4.13 mostra os espectros de emissio da fluorescéncia da APRT-His
em TK-7,5 e 8,5 e da APRT em TrisMg-7,5 apds excitagio das amostras em 295
nm. O espectro da APRT mostrou um maximo de emissio em tomo de 332 nm
enquanto a APRT-His, independentemente do pH do tampio, apresentou um ma-
ximo em torno de 442 nm. A diferenca entre os dois espectros indica uma modifi-
cagao conformacional observada por CD, nesse sentido pode-se afirmar que o trip-
tofano estaria num microambiente mais exposto na APRT-His do que na APRT

[Lakowicz, 1983].
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Intensidade de fluorescéncia (u.a.)

Comprimento de onda (nm)

Figura 4.13 - Espectros de emissio de fluorescéncia da APRT-His e da
APRT com excitacio em 295 nm. As amostras a 110 ugmL? encontravam-se
em TK ¢ TrisMg, respectivamente com diferentes valores de pH: (—) APRT-His pH
8,5, () APRT-His pH 7,5 e (—) APRT pH 7,5. Nas medidas foi utilizada uma cube-
ta de quartzo com 1 cm de caminho Optico.

A diferenca na intensidade dos espectros da APRT-His em pH 7,5 e 8,5 pode
estar relacionada a supressio induzida pelo pH ou 2 supressio interna promovida
pela variagio do pH [Lakowicz, 1983]. Uma analise mais apurada do microambien-
te do triptofano indicou que os residuos que o compde sio aminoacidos catregados
(Figura 4.14). Com base nessa observagio, espera-se que o Ttp seja sensivel ao pH,

uma vez que sua vizinhanga é composta de residuos tipicamente carregados como

tirosina, arginina e setina e acido aspartico.
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Figura 4.14 - Monémero da APRT de L.tarentolae. Na figura estio desta-
cados alguns residuos que compde o microambiente do triptofano; de cima para
baixo sio identificados os aminoacidos: lisina (verde), arginina (vermelho), trip-
tofano (amarelo), acido aspartico (verde), arginina (vermelho).

4.1.5.2.2 Intervalo de linearidade

A intensidade de fluorescéncia emitida por um fluor6foro é proporcional a
sua concentragao sobre uma limitada faixa de densidade 6ptica, visto que existe um
limite de concentragio de fluoréforo em que o efeito de filtro interno é minimizado

[Lakowicz, 1983]. Para determinar o intervalo de propotcionalidade entre o sinal de
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emissio e a concentra¢do da amostra a ser utilizada nos experimentos, espectros de
APRT em concentragdes entre 0,035 e 0,142 mg.ml." foram coletados apés excita-
¢ao a 280 nm (Figura 4.15). A selecio desse comptimento de onda de excitacio se
deu em virtude da presenga de seis residuos de tirosina por mondémero na supetfi-
cie da proteina, que poderia refletit com mais exatiddo a concentragdo protéica do

que o unico triptofano encontrado em cada unidade monomérica.

Intensidade de fluorescéncia (u.a.)

Comprimento de onda (nm)

Figura 4.15 - Espectros de emissio de fluorescéncia da APRT em fun-
¢io da sua concentragiio. Espectros de emissio de fluorescéncia da APRT em
Tris-7,5 contendo 150 mmol.L-1 de NaCl a (=) 0,035; (-) 0,056; (~) 0,070; (-) 0,107;
() 0,125 ¢ () 0,142 mgmL"'. As amostras de APRT foram excitadas em 280 nm.

Pelas figuras 4.15 e 4.16, nota-se que a intensidade do sinal de fluorescéncia

aumenta proporcionalmente com a concentragio da amostra. Até a concentracio

de 0,125 mg.mL"' (DO=0,07), figura. 4.15, nio ha deslocamento do maximo de
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emissio (A,,), enquanto em 0,142 mg.mL"' (DO=0,08) ocorreu um deslocamento
para a regido mais baixa do ultravioleta mostrando que, provavelmente, esta ocor-

rendo a formacido de complexos macromoleculares.

~ 40 T T T T T T T T ' T T T T

<

a - A

E 35 |- -

o ]

o i

(a9

g 30} 4

D]

2t .

@] | ]

g 25t i

]

(7]

Q L h

3

5 2 > -

et

(o9}

o B i

3

S 15 | i

=

[/} B .

g

E 10 | -

L l 1 l L I L I H I L I L

0,02 0,04 0,06 0,08 0,10 0,12 0,14 0,16

Concentracao de APRT (mg.mL'l)

Figura 4.16 - Intensidade de fluorescéncia a 332 nm em fun¢io da concen-
tra¢io de APRT. Os valores de intensidade foram extraidos dos espectros da A-

PRT (Figura 4.13) e o calculo de regressio linear a partir deles mostrou um valor de
R=0,9983.

Para acompanhar a interagio da APRT-His e APRT com seus ligantes, por
fluorescéncia, foi necessario estabelecer o comptrimento de onda de excitacio ade-
quado, uma vez que alguns ligantes da APRT, em funcio de suas estruturas, pode-

riam absotver luz no mesmo comprimento de onda dos fluor6furos presentes nas
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proteinas (Ttp, Tir, Fen). Nesse sentido foram medidos os espectros de absor¢ao

eletronica das enzimas na presenca da adenina, PRPP, PRPP+adenina.
Na figura 4.17 estio os espectros da APRT (200 pg.mL"') na auséncia e na

presenca de 100 pmolL' de adenina, 1 mmolL." de PRPP e de 100 umolL" de

AMP (formado pela adi¢io de 100 mmol.L." de adenina 2 solugio protéica conten-

do 1 mmolL! de PRPP).

1.75

Absorbancia (u.a.)

240 250 260 270 280 290 300

Comprimento de onda (nm)

Figura 4.17 - Espectros de absor¢do eletronica da APRT na presenca de
seus ligantes. Espectros de absorgio eletronica da APRT a 200 pg.mL! na pre-

sencga de (—) 100 pM adenina, (— —) 1 mmol.L-! PRPP e 100 puM de adenina
(AMP), (.....)1 mmol.L-! de PRPP e (—.—) Mg2*.

Como se observa na figura 4.17, a banda de absot¢io da adenina estende-se
até proximo a 286 nm, sobrepondo-se a banda de absorcio das titosinas e triptofa-

nos. Como a eficiéncia da emissio de fluorescéncia resulta da absor¢ao maxima do
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fluoréforo em um determinado comptimento de onda, a excitacio das amosttas foi
realizada em 295 nm, um comprimento de onda em que essa purina nio absorve

[Lakowicz, 1983].

4.1.5.2.3 Emissio de fluorescéncia da APRT-His e da APRT na presenca de

ligantes

Os espectros de emissao de fluorescéncia da APRT na presenca dos ligantes
estao mostrados na figura 4.18. Nio se observa qualquet alteracio no espectro da
APRT na presenca de adenina e uma supressio de fluorescéncia maior quando a

APRT foi incubada com PRPP do que quando armazenada com AMP.
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Figura 4.18 - Espectro de fluorescéncia do Trp da APRT com seus li-
gantes apés excitagio em 295 nm. Amostra de (—) APRT (110 pg.mL-)
em TrisMg-7,5, ((—) APRT e 100 pM de adenina, (—) APRT e 1 mmol.L* de
PRPP e (—) APRT, 1 mmol.L'* PRPP e 100 pmol.L* de adenina (APRT e
AMP). As figuras A, B e C ilustram os espectros da APRT associada 2 A-
PRT+adenina, APRT+ PRPP e APRT + PRPP + adenina (APRT + AMP),
respectivamente.
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A supressio de fluorescéncia obsetvada nos espectros da APRT contendo
PRPP e AMP pode ser explicada pela localizagio do Ttp na sua estrutura. O Trp
encontra-se proximo ao sitio ativo da APRT, na regiio da touca, que é altamente
conservada, flexivel e responsavel por estabilizar o substrato adenina durante a rea-
¢ao enzimatica.

A supressio diferenciada do AMP e do PRPP pode estar relacionada a mu-
danga de orientagio do Trp quando os ligantes estio presentes no sitio ativo da
molécula. A figura 4.20 mostra o Ttp, o PRPP e o AMP na estrutura da APRT de
L. tarentolae. A posicio e a otientagio do Trp e do AMP foram extraidas dos dados
cristalograficos da APRT de L. tarentolae ao passo que os do PRPP foram retirados
da estrutura cristalografica da OPRT, uma PRTase cujo sitio ativo é homélogo ao
da APRT. Nessa figura, o Trp parece ser sensivel 2 flexibilidade da regiio do braco,
que abre apos a catilise. A abertura do brago impediria que a fluorescéncia do Trp
fosse intensamente suprimida pelo AMP, ao passo que uma posigio mais fechada,
pot ocasiao da catalise, a proximidade desse braco causatia uma supressio mais efe-
tiva de fluorescéncia do Ttp pelo PRPP. Essas consideracdes, juntamente com te-
sultados obtidos, indicam que possivelmente o0 PRPP muda sua posicio no sitio

ativo a medida que o produto é formado.

68



Figura 4.19 - Estrutura tridimensional da APRT de L. tarentolae. Na figura sio ressaltados o
Ttp, o PRPP e o AMP. O Trp encontra-se na touca e o &gp flexivel estd em uma conformacio aber-
ta.

A possibilidade de os oxigénios dos grupos fosfatos, presentes no PRPP, se-
rem os responsaveis pela supressio do Ttp, ao invés de uma modificacio estrutural
imposta pelo PRPP, também foi considerada. Entretanto, tal hipétese foi descarta-
da apds se verificar que, quando o triptofano livre é titulado com PRPP, nio se ob-

serva supressao de fluorescéncia do triptofano, figura 4.21.
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Figura 4.20 - Espectro de emissio de fluorescéncia de Trp livre na pre-
sen;a de PRPP. Espectros de emissdo de (—) Trp livre (DO=0,03), (-) Trp e 1
mmol.L'1 de PRPP; () Trp e 2 mmol.L* de PRPP; (-) Trp e 3 mmol.L! de
PRPP; (-) Trp e 4 mmol.L-' de PRPP; () Trp e 5 mmol.L* de PRPP.

A interacio da APRT-His com seus ligantes também foi verificada por fluo-

rescéncia (Figura 4.22).
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Figura 4.21 - Espectro de fluorescéncia do Trp da APRT-His com
seus ligantes ap6s excitacio em 295 nm. Amostra de (—) APRT-His
(110 pg/ml) em TK-8,5, (——) APRT-His e 100 uM de adenina, (—) A-
PRT-His e 1 mmol.L'* de PRPP ¢ (—) APRT-His ¢ 1 mmol.L* PRPP ¢
100 uM de adenina (APRT-His e AMP).

Os espectros de emissdo de fluorescéncia da APRT-His nio mostram qual-

quer efeito na fluorescéncia do Trp induzida pelo PRPP e pelo PRPP + adenina.
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Tal fato pode ter ocortido em decorréncia da auséncia do cofator Mg** no tampio
de purificagio dessa enzima. Dados publicados por Phillips e colaboradores suge-
rem que o Mg”* é fundamental para a catalise da APRT. Esse fon favoreceria o ata-
que nucleofilico da purina a ribose C, do PRPP para formac¢io do AMP [Phillips,

1996]. Essa hipotese é corroborada pela auséncia de atividade enzimatica observada

na ausencia desse cofator.
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CAPITULO 5

5.1 CONCLUSOES

Na caracterizagao bioquimica da APRT-His e da APRT foi verificada a efici-
éncia das etapas de expressio e purificagio das enzimas, o grau de oligomerizacio
de ambas nos seus respectivos tampdes como dimero e determinados os valores de
pl como 7,740,16 e 6,45+ 0,20, respectivamente. A diferenca entre os valores de PI
da APRT e da APRT-His esta relacionada 4 estabilidade das enzimas nos tampdes.

Em virtude da grande precipitacio da APRT-His e de seu pH de purificagio
estatem muito proéximos do seu pl, foram realizados estudos de solubilidade com
essa proteina. Com esses estudos concluiu-se que a APRT-His deve ser mantida em
20 mmol.L" de tampdo Ttis pH 8,5 (Tris-8,5), contendo 150 mmol.L" de histidina.
Ja a APRT permanece estavel até 8,0 mg.ml."' em TrisMg-7,5.

Os ensaios de atividade, feitos pelo método espectrofométrico e radioquimico,
mostraram que tanto a APRT-His quanto a APRT sio ativas nos seus respectivos
tampées. De acotdo com o ensaio radioquimico, a APRT apresentou atividade duas

vezes maior do que a APRT-His.
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Os espectros de CD da APRT-His e da APRT mostraram perfil de hélice o e

os resultados da desconvolugao revelou que a APRT-His possui 10% mais hélice
do que a APRT.

Medidas de absorgao eletronica indicaram que os ligantes adenina e AMP ab-
sotvem energia em 280 nm, ou seja mesma regido de absorcao das tirosinas e do
triptofano. Dessa forma, ambas as proteinas foram excitadas em 295 nm.

Anilises dos espectros de emissdo de fluorescéncia revelaram que os triptofa-

nos da APRT-His estio mais expostos (A, ;=342 nm) em relacio aos da APRT

(Amix=332 nm). Foi observada discreta suptessio de fluorescéncia da APRT, exci-
tadas em 295 nm, na presenga de PRPP. E provavel que a suptessio seja devida 2
mudanga conformacional no microambiente dos triptofanos (1 por mondmero)
proximos aos sitios cataliticos da enzima.

Os espectros de emissio de fluorescéncia da APRT-His nido mostram qual-
quer efeito na fluorescéncia do Trp induzida pelos ligantes. Tal fato pode ter ocor-
rido pela auséncia do cofator Mg”* no tampio de purificacio dessa enzima. Dados
publicados por Phillips e colaboradores sugerem que o Mg®* é fundamental para a
catalise da APRT. Esse ion favorecetia o ataque nucleofilico da purina a ribose C,
do PRPP para formacio do AMP [Phillips, 1996].

Apesar de a estabilizagdo de proteinas recombinantes 7z vifro ocotrer apds a a-

dicdo e a subtragdo dos agentes estabilizantes, é preciso se conhecer todas as carac-

teristicas dos sistemas # vivo ¢ in vitro para cotreta manipulacio dos meios. Somente
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assim sera possivel caracterizar proteinas heterdlogas recombinantes e encontrar
sua possivel fun¢ao no organismo de origem.

Tao importante quanto produzir proteinas heterologas recombinantes ativas e
estaveis zz vivo ¢ manté-las com suas caractetisticas preservadas iz vitro para que pos-
sam ser utilizadas para caracterizacao bioquimica e estrutural. Dessa forma, no es-
tudo de caracterizagio fisico-quimica e estrutural de proteinas, o ideal patece ser
utilizar essas macromoléculas na sua forma intacta, ou seja, sem estarem ligadas a
um peptideo de fusio. Dessa forma, previne-se qualquer alteracio na estrutura e

func¢io protéica induzida pela adicio de um segmento de fusio.
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CAPITULO 6

6.1 PERSPECTIVAS DE TRABALHOS FUTUROS

» Os resultados dos testes fisico-quimicos e espectroscépicos indicaram que
o peptideo de fusio inserido no N-terminal da APRT pode ter induzido a modifi-
cacao conformacional da enzima. Mesmo para modificagdes discretas, a anisotropia
estatica e resolvida no tempo ¢é aplicavel , 2 medida que fornece informacdes sobre
o volume total da proteina e sobre a variagdo desse pardmetro em fungio do tempo.

» A insolubilidade de proteinas ¢, freqiientemente, acompanhada pela expo-
sicao de alguns residuos hidrofébicos ao solvente, que ocotre em fungio do pH,
forca i6nica, adi¢do de aditivos, temperatura, etc. Nesse sentido, estudos de desna-
turagao térmica da APRT-His e da APRT auxiliatio na controle da estabilidade das
enzimas, sendo convenientemente acompanhada por espectroscopia espalhamento
de luz (light scattering), DSC, CD e fluorescéncia.

» O entendimento do mecanismo de reacio enzimatica da APRT e da cinéti-
ca de formagio dos produtos de reagio sio fundamentais para o desenho de novas
drogas. O estudo sistematico para definicio de parimetros como K, e V, . podem
ser determinados, por exemplo, por espectroscopia de emissio de fluorescéncia

(S7opped flow, fluorescéncia resolvida no tempo).
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