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RESUMO

Schistosoma mansoni ¢ o parasita responsavel pela esquistossomose mansonica, doenca que
afeta cerca de 207 milhdes de pessoas em todo mundo, € ndo possui a via de sintese de novo
de purinas, dependendo integralmente da via de salvagdo para seu suprimento de purinas. A
adenosina kinase (AK) e a Hipoxantina-guanina fosforibosiltransferase (HGPRT) sao
importantes enzimas desta via, sendo a AK responsavel pela fosforilagdo direta de adenosina
para adenosina monofosfato (AMP) e a HGPRT pela fosforibosilacio reversivel de
hipoxantina ou guanina para IMP ou GMP respectivamente. Essa via tem sido citada como
alvo potencial para o desenvolvimento de novos farmacos contra a esquistossomose. A regiao
nucleotidica codificadora da enzima AK, isoforma 2, foi amplificada e clonada em vetor
pGEM e pET28a, a proteina recombinante foi expressa em E.coli BL21 (DE3), purificada em
coluna de niquel e AMP-agarose, submetida a ensaios de atividade e cristalizada, Dois
conjuntos de dados foram obtidos por difracdo de raio-X: um complexo ternario de AK2-
AMP-adenosina na linha de luz MX2 do Laboratorio Nacional de Luz Sincrotron e um
complexo bindrio de AK2-tubercidina no raio-X do Instituto de Fisica de Sao Carlos — USP —
anodo rotatorio, ambos a 2.3A de resolugdo. A regido nucleotidica codificadora da enzima
HGPRT também foi amplificada, clonada em pGEM e pET28a, sendo a proteina

recombinante expressa em E.coli BL21 (DE3) a 18°C e purificada em coluna de cobalto.



ABSTRACT

Schistosoma mansoni 1s the parasite responsible for schistosomiasis mansonica, a disease that
affects about 207 million people worldwide, and does not have the purine de novo sinthetic
pathway, depending entirely on the purine salvage pathway to supply its demands on purines.
Adenosine kinase (AK) and Hypoxanthine-guanine phosphoribosyltransferase (HGPRT) are
important enzymes of the purine salvage, the AK directly phosphorylates adenosine into
adenosine monophosphate (AMP) and HGPRT is responsible for the reversible
phosphorybosylation of hypoxanthine or guanine into IMP or GMP. The purine salvage
pathway has been reported as a potential target for developing new drugs against
schistosomiasis. The nucleotide coding region of the isoform 2 of AK enzyme was amplified
and cloned into pGEM vector and pET28a, the recombinant protein was expressed in E.coli
BL21 (DE3), purified in a his-tag nickel-affinity resin and AMP-agarose resin, tested for its
activity and crystallized. Two data sets were obtained by X-ray diffraction: a ternary complex
of AK2-AMP-adenosine in the MX2 light line of the Synchrotron Light National Laboratory
and a binary complex AK2-tubercidin in the rotatory anode X-ray source of the Institute of
Physics at S3o Carlos - USP, both at 2.3A of resolution. The nucleotide coding region of the
enzyme HGPRT was also amplified, cloned into pGEM and pET28a, which heterologous
expression was done in E.coli BL21 (DE3) cells at 18°C and purified on a cobalt his-tag

affinitiy resin.
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1. INTRODUCAO

1.1 A esquistossomose

A esquistossomose, também conhecida popularmente como barriga d'agua € o nome
da infeccdo causada pelo platelminto trematodo do género Schistosoma (Schistosoma
haematobium, S mansoni, S intercalatum, S mekongi, ou S japonicum), onde a espécie
Schistosoma mansoni ¢ a Gnica predominante na Ameérica, inclusive no Brasil, e uma das mais
predominantes na Africa [1].

E uma doenca parasitiria cronica, debilitante e pode ser fatal. Afeta individuos
principalmente em 4reas rurais, sendo endémica em paises tropicais e subtropicais. Nestes
paises constitui um dos principais problemas de satde publica e esta associada diretamente as
condigdes socio-econdmicas da populagdo, uma vez que a transmissdao da doenga ocorre pela
utilizacao de agua contaminada com a forma infectante do parasita [1,2].

O S. mansoni possui um ciclo de vida heteroxénico, que se alterna entre dois
hospedeiros distintos (Figura 1): hospedeiro intermedidrio representado principalmente pelo
caramujo do género Biomphalaria (B. glabrata no Brasil), onde ocorre a reproducao
assexuada e o hospedeiro definitivo vertebrado, representado pelo homem, onde ocorre a fase
sexuada da reproducdo [3].

A infecgd@o tem inicio quando o individuo entra em contato com a dgua contaminada
contendo a forma larval (cercaria) liberada pelo caramujo. As cercarias penetram na pele,
perdem a cauda e se transformam em vermes imaturos (esquistossomulos). Estes migram para
o sistema sanguineo ou linfitico e chegam aos pulmdes onde passam para o sistema porta
intra-hepdatica e atingem a maturidade sexual. Os machos e fémeas vivem acasalados e
migram até as veias mesentéricas inferiores onde ocorre a oviposi¢do. Os ovos eliminados nas
fezes eclodem em contato com a 4gua liberando o miracidio, que penetra no caramujo se
transformando em esporocistos que dao origem as cercdrias, reiniciando o ciclo. Uma parte
dos ovos liberados pelos vermes adultos se aloja na mucosa intestinal e/ou figado e
posteriormente nos capilares do sistema porta levando a formagdo de granulomas ou

provocam hemorragias e ulceragdes durante a sua passagem para a luz intestinal [3].
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FIGURA 1: Ciclo de vida do Schistosoma. Ovos sdo eliminados nas fezes ou urina, L2 condicdes ideais
ha eclosdo dos ovos ¢ liberagdo de miracidios, © que nadam e penetram em hospedeiros intermediarios
especificos (moluscos). O os estagios no caramujo incluem duas geragdes de esporocistos & e a producdo de
cercarias. @ Apbs liberadas do caramujo, as cercérias infectantes nadam e penetram na pele do hospedeiro
humano, L7 perdem sua cauda, passando a ser esquistossomulo. (ﬂ, 9) Os esquistossdmulos migram através
de diversos tecidos para se instalarem as veias. Os vermes adultos nos seres humanos residem nas vénulas
mesentéricas em varias localiza¢des, que parecem ser especificas para cada espécie.  As fémeas (com tamanho
de 7 a 20 mm, macho um pouco menor) depositam ovos em pequenas vénulas do sistema portal e perivesical. Os
ovos sao movidos progressivamente para o limen do intestino (S. mansoni e S. japonicum) ¢ da bexiga e ureteres
(S.  haematobium), e s3o eliminados com as fezes ou urina, respectivamente. (Fonte:
http://www.dpd.cdc.gov/dpdx/HTML/Schistosomiasis.htm modificado)

A producao de ovos € o aspecto mais significante do parasitismo e a maior causa da
patologia da esquistossomose. A estimativa da producdo de ovos fertilizados pelo parasita €
de centenas a milhares de ovos por dia. Acredita-se que esta fecundidade persista por anos,
representando um exemplo notavel de capacidade biossintética altamente especializada que
obviamente requer um ativo metabolismo de nucleotideos de purina, tanto como fonte de

energia (ATP) como para o suprimento de bases de purina nas sinteses de DNA e RNA [4].
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1.2 Esquistossomose em numeros e tratamento

A esquistossomose ¢ uma das doengas mais negligenciadas do mundo [5]. Em 2010 a
Organizag¢ao Mundial da Satde (OMS) estimou que cerca de 700 milhdes de pessoas em todo
o mundo estdo em areas de risco para a esquistossomose, e perto de 207 milhdes de pessoas
sdo atualmente continuamente ou intermitentemente infectadas. Os sintomas associados a
doenca incluem hepatomegalia, esplenomegalia, fibrose hepatica e ascite, e cerca de 200.000
pessoas morrem por ano [6,7]. A doenga ¢ associada com uma morbidade cronica e
debilitante que manifesta também suas conseqiiéncias num déficit cognitivo, cansaco e
redugdo do crescimento [8,9].

Na auséncia de uma vacina, de um eficiente controle do vetor e de saneamento basico,
o tratamento e controle da esquistossomose atualmente residem em um unico farmaco
administrado ap6s infecgdo, o praziquantel (PZQ). Este farmaco ¢ efetivo contra todas as
espécies de Schistosoma, e nos ultimos 25 anos foi estabelecido que seu uso ¢ seguro e efetivo
[9]. O principal problema com o PZQ ¢ que ele ¢ praticamente inativo contra
esquistossomulos imaturos, nos quais a atividade so ¢ alcangada cerca de 6 a 8 semanas apos a
infeccdo [6]. Além disto, a falha de um tratamento ¢ frequentemente usada como o primeiro
indicativo do fim da vida efetiva de um farmaco. No caso do PZQ varias comunicagdes da
falha no tratamento j& foram reportadas [9-17]. A OMS em seu Programa Especial Para
Pesquisa e Treinamento em Doengas Tropicais (TDR) relata que milhdes de doses de PZQ
sao administradas a cada ano, e que este nimero terda um significativo acréscimo nos
proximos anos, possibilitando o aumento do nlimero de parasitas resistentes [18].

Estudos recentes tém demonstrado que os derivados de artemisinina, usados com
eficiéncia no tratamento da maldria, também tem atividade conta a esquistossomose
mansonica [19]. A acdo esquistomicida do arthemeter foi descoberta e testada a principio em
diversos experimentos realizados com camundongos e caes infectados com Schistosoma
Jjaponicum que posteriormente foram tratados com doses variadas desse farmaco. Tais estudos
demonstraram uma redugdo significativa na carga de vermes adultos, bem como agao sobre os
esquistossomulos, porém ndo possui nenhum efeito sobre os ovos do parasita [20-22].
Posteriormente, novos estudos comprovaram a a¢do do arthemeter também contra a espécie
de Schistosoma mansoni, principalmente contra a forma juvenil do parasita, os
esquistossomulos [19,23-25]. Entretanto, a utilizagdo do arthemeter contra a esquistossomose
para tratamento e prevencdo ainda estd em fase de pesquisa. Além de que ndo seria

estrategicamente desejado depender de um Unico agente para o controle sustentado da
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esquistossomose. Idealmente, uma gama de opgdes de tratamento deveria ser disponivel, de
preferéncia incluindo o uso de diferentes classes de farmacos [18]. Dentro desse contexto

surge a necessidade de iniciar a busca de novos farmacos contra a esquistossomose [1].

1.3 Metabolismo de nucleotideos: uma visio geral

Os nucleotideos sao moléculas constituidas por uma base nitrogenada purica (A ou G)
ou pirimidica (C, T, ou U), uma ribose e um grupamento fosfato, as quais desempenham uma
variedade de importantes papéis em todas as células de todos os organismos vivos. S@o
precursores de DNA e RNA, sendo inclusive carregadores essenciais da energia quimica-
funcao especialmente atribuida ao ATP e, em uma menor extensdao, ao GTP. Além disso, sdo
componentes dos cofatores NAD, FAD, S-adenosilmetionina e coenzima A, bem como de
intermediarios biossintéticos ativados, tais como UDP-glicose. Também sdo precursores de
moléculas sinalizadoras na célula, tais como AMPc e GMPc [26].

Os conjuntos (pools) de nucleotideos sdo geralmente pequenos nas células, perfazendo
aproximadamente 1% ou menos das quantidades requeridas para sintese do DNA. Portanto, a
sintese de nucleotideos precisa ocorrer paralelamente a sintese de acidos nucléicos, podendo
inclusive ser um fator limitante dos processos celulares de replicacdo e transcricdo [26].
Considerando a importancia desses processos para as células em divisdo, agentes que inibem
a sintese de nucleotideos tém se tornado de grande importancia para a medicina atual.

Dois tipos de vias levam a sintese de nucleotideos nos seres vivos: vias de novo e vias
de salvagdo. As vias de novo para biossintese de purinas e pirimidinas sdo idénticas em
praticamente todos os organismos vivos € t€ém como precursores metabolicos aminoacidos,
ribose S-fosfato, CO, e NHj, As bases livres ndo sdo intermedidrios utilizados pelas vias de
sintese de novo, pois as bases ndo sdo sintetizadas previamente ao seu acoplamento a ribose,
mas sim, acopladas ao grupo 5-fosfo- ribosil do nucleotideo (Figura 2). As vias de salvagdo,
no entanto, utilizam as bases livres e nucleosideos liberados da quebra de 4cidos nucléicos.

Ambos os tipos de vias sao importantes para o metabolismo celular [26,27].

25



CO,

Aspartate l e

C
N ”N\\

| I C «<— Formate

O C- i

7
Formate R [

Amide N
of glutamine

FIGURA 2. Origem dos atomos do anel de purinas (via de novo) [26].

1.4 Metabolismo de purinas em Schistosoma mansoni

Nucleotideos de purina sdo requeridos em todos os organismos para sintese de DNA,
RNA e outros metabélitos. E estimado que um grama de Schistosoma requeira nove vezes
mais energia que um grama de tecido humano. Estes nucleotideos podem ser obtidos de duas
formas: pela sintese, a via “de novo” que utiliza precursores simples para a sintese de varios
nucleotideos ou pela via de salvagdo que reutiliza precursores pré-formados de purinas

endogenas e exogenas [28].

Senft et al. [4], em seu trabalho sobre metabolismo de purinas em S. mansoni,
demostraram uma rapida incorporacdo de adenina em nucleotideos € ndo conseguiram
determinar a incorporagdo de '*C-glicina e '*C-glicose no anel purico. Esta evidéncia tanto
mostra uma grande dependéncia de um suprimento externo de bases pré-formadas para a
sintese de nucleotideos, como demonstra a perda da via “de novo” de sintese de purinas.
Esta evidéncia foi confirmada por Dovey et al. [29], fato que mostra a dependéncia do
parasita pela via de salva¢do de purinas. Deste modo o S. mansoni, ao contrario do seu
hospedeiro, ndo possui a via biossintética de purinas “de novo” e depende integralmente da
via de salvagdo para seu requerimento de purinas [30]. Por este motivo tem sido levantada a
hipotese da via de salvacdo ser um alvo interessante para o desenvolvimento de farmacos
especificos para o combate da esquistossomose. Coerente com esta hipdtese sdo as
observagdes de Senft & Cabtree [31] e de Ross & Jaffe [32] de que vérios andlogos de purinas
inibem enzimas da via de salvacdo e que um deles, tubercidina, causa separacio dos casais de

S. mansoni, perda da capacidade de succdo da ventosa ventral, alteragdo do padrio de
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atividade muscular e inibigdo da postura de ovos em concentragdes menores que 107M. Além
disso, Jaffe et al. [33] mostraram que tubercidina pode ser usada como agente anti-
esquitossomose em macacos, porém ¢ bastante toxico em humanos.

Stegman et al. [34] demonstraram que em Schistosoma mansoni a adenosina pode ser
processada por dois mecanismos, uma via direta utilizando a enzima adenosina kinase que
produz diretamente AMP, e a via indireta: adenosina —inosina —hipoxantina —IMP
—>AMP, sendo que a via indireta ¢ muito mais ativa que a via direta utilizando a kinase.

Extratos de S. mansoni convertem mais da metade da adenosina para inosina e
hipoxantina in vitro, utilizando as enzimas adenosina desaminase (ADA) e purina nucleosideo
fosforilase (PNP) [31,35]. Uma parte da adenosina ¢ clivada em adenina via metiltioadenosina
fosforilase (MTAP), quando PRPP (5-fosforribosil-1-pirofosfato) estd presente, com posterior
formacdo de AMP pela fosforibosilacio da adenina pela enzima adenina
fosforibosiltransferase (APRT) [35].

Miech et al. [36] reportaram que extratos € o vomito de S. mansoni possuem uma
atividade enzimatica que catalisa a fosforolise de adenosina produzindo adenina e ribose-1-
fosfato, e que esta atividade ¢ devido a enzima MTAP inteiramente separada da enzima PNP.

Completando a via, a enzima adenilsuccinato sintetase (ADSS) catalisa a conversao de
IMP combinado com aspartato em adenilsuccinato que ¢ hidrolisado pela enzima
adenilsuccinato liase (ADSL) em furamato e AMP. Ja a enzima IMP-desidrogenase (IMPDH)
catalisa a conversdo de IMP em xantosina-monofostato (XMP) através da reducio de NAD"
enquanto que a enzima GMP-sintetase converte XMP em GMP através da transferéncia do
nitrogénio amidico da glutamina com hidrélise de ATP em AMP + PPi. [37].

Senft & Crabtree [31], esquematizaram as varias vias pelas quais a adenosina ¢

convertida em nucleotideos em S. mansoni. Este esquema modificado ¢ mostrado na Figura 3.
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FIGURA 3. Esquema das vias de conversdo de adenosina em nucleotideos em S. mansoni. 1. Adenosina Kinase
(AK), 2. Adenilato kinase (ADK), 3. Nucleosideo difosfato kinase (NDPK), 4. Metiltioadenosina fosforilase
(MTAP), 5. Adenina fosforibosiltransferase (APRT), 6. Adenina desaminase (ADA), 7. Purina nucleosideo
fosforilase (PNP), 8. Hipoxantina-guanina fosforibosiltransferase (HGPRT), 9. Adenilsuccinato sintetase
(ADSS), 10. Adenilsuccinato liase (ADSL), 11. IMP-desidrogenase (IMPDH), 12. Guanosina monofosfato
sintetase (GMPS), 13.Guanilato kinase (GUANK), 14. Nucleosideo difosfato kinase (NDPK) [31,37]

modificados.

Uma das vantagens do parasita utilizar a via de salvagdo ¢ o fato de que a via “de
novo” requer grande quantidade de energia para sintese de bases puricas. Com relagdo a via
de salvacdo de purinas vale ressaltar que ao contrario da biosintese de purinas, que ¢ idéntica

em todas as cé¢lulas, a via de salvacgdo ¢ diversa em caracteristicas e distribuicao.
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1.5 A Enzima Adenosina Kinase (AK)

Uma das enzimas centrais da via de salvagdo ¢ a adenosina kinase (E.C. 2.7.1.20), que
catalisa a fosforilagdo de adenosina para adenosina monofosfato (AMP) na presenga de

magnésio, utilizando ATP ou GTP como doadores de fosfato (Figura 4) [38].

OH OH OH

HO H =
HO OH
ATP Adenosina
NH,
OH  OH —N N
HO—P—O0—P—0 2 N/_ NH; N | \>
I TN N
0 o | | -+ N~ N on
N
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FIGURA 4: Estrutura quimica dos compostos envolvidos na reagdo catalisada pela enzima adenosina kinase:
ATP e Adenosina resultando em ADP e AMP.

AK pertence a superfamilia ribokinase, partilhando caracteristicas estruturais comuns
entre os membros desta, tais como um centro de oito fitas  flanqueados por oito a-hélices
conservadas, bem como a localizacao do sitio ativo em um sulco pouco profundo ao longo da
borda da folha B, com o fosfato aceptor do grupo hidroxila e y-fosfato do ATP juntos no meio
deste sulco, e o substrato e ATP ligados nas extremidades [39].

Sabe-se também que a enzima adenosina kinase apresenta uma especificidade de
substrato relativamente ampla, tolerando alteragdes no acgucar e base [40], por esse motivo
varios medicamentos nucleosideos antivirais e anticancerigenos desenvolvidos sdo substratos

de AK e, consequentemente, sofrem fosforilagdo rapida in vivo para 5'-monofosfato [41].
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Estruturas de quatro adenosinas kinases estdo disponiveis no Protein Data Bank
(PDB): humana (pdb 1BX4), Mycobacterium tuberculosis (pdb 2PKM), Toxoplasma gondi
(pdb 1LIK) e Anopheles gambiae (pdb 3LO0O) [38,41-44].

A estrutura da AK humana ¢ composta de 12 hélices a e 14 fitas 3 e pode ser dividida
em dois dominios. Dois sitios de ligacao a adenosina foram identificados na AK [41] (Figura

5).

FIGURA 5. Estrutura da adenosina kinase humana em modelo de fitas. As a-hélices estdo em vermelho e as fitas
B em azul. Pode ser observada a ligagdo de duas moléculas de adenosina na estrutura.

1.6 A adenosina kinase de Schistosoma mansoni
Foram identificadas duas isoformas da enzima adenosina kinase no genoma do
Schistosoma mansoni. As duas seqliencias Smp 008360 (AK2) e Smp 008400 (AKI)

contendo 352 aminoécidos possuem 79% de identidade seqiiencial. O alinhamento destas

pode ser observado na Figura 6.
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Smp 008400 MRDLPEGYVFGMGNPLLDILVDADDYMYERYELQKDNAILAEEEHMAIYDEIQKRKDVKY 60
Smp 008360 MHDLSEGYVFGMGNPLLDIIVDADDFMYRKYNLKKDNIVLAEEKHMTIYDEIQKKKKLNY 60
- *:**.**************:*****:**_:*:*:*** :****:**:*******:*'::*

Smp 008400 VAGGATLNTVKMIQWIIQKPFVCSYVGCIGADIQGKYIKNDCRGLDVRTDFQITTKPLKT 120
Smp 008360 IAGGATLNTVKMIQWIIQKPFVCSYVGCIGADIQGKYIKNDCSALDLVTEFQIAEEPLMT 120
- :***************************************** .**: *:***: :** *

Smp 008400 GKVAVLISEKLRSMVTYLGAACDLSLAHIEQPHVWSLVEKAQVYYIAGEFVINTCYEGMLK 180
Smp 008360 GKVAVLVSEKLRSMVTYLGAACDLSLAHIEQPHVWSLVEKAQVYYIAGEFVINTCYEGMLK 180
- ******:*****************************************************

Smp 008400 IAKHSLENEKLFCENLSATFLPREFNTKEVNEMISYSRIVIGNESEAATFGEVHSLTDGTV 240
Smp 008360 IAKHSLENEKLFCENLSAPFLSQFNTKEVDEMISYSNIVFGNESEAEAYGEVHGLLEDTV 240
- ******************.**.:******:******.**:****** c:****.* :.**

Smp 008400 HEAAQYIADLPFADGKKRKRLVIITQGKDPIIYADSTDPTVHQYVVEQLKDEEMVDTNGA 300
Smp 008360 HATARYIADLPFADGKKRKRLVIITRGKNPLLYTDSSDSEIHQFMVEQFKDDQIIDTNGA 300
- * :*:********************:**:*::*:**:*. :**::***:**::::*****

Smp 008400 GDSFAAGFIADYIRNKPMITSLQOSGVKAAAYIIRRSGFSLGLRESSAFKINL 352
Smp 008360 GDAFAAGFIADYIRGKPMITSLHAAVKAAAYIICRSGFSLGSRDSYSLKINK 352
o Ak o kKKK AAKK KRR AAKK KA K s 0 KKAXKKAX KhAKKAE Kok oo kKhk

FIGURA 6. Alinhamento das duas seqiiéncias da adenosina kinase de Schistosoma mansoni, estas possuem 79%
de identidade seqiiencial.

Quando alinhamos individualmente as seqiiéncias da AK com seu homdlogo humano

(1BX4) a identidade seqiiencial ¢ de 34 e 33% respectivamente. O alinhamento multiplo das

trés seqiliéncias pode ser observado na Figura 7.

Smp 008400 MRDLPEGYVFGMGNPLLDILVDADDYMYERYELQKDNAILAEEEHMATIYDEIQKRKDVKY 60
Smp 008360 MHDLSEGYVFGMGNPLLDIIVDADDFMYRKYNLKKDNIVLAEEKHMTIYDEIQKKKKLNY 60
1BX4 MTSVRENILFGMGNPLLDISAVVDKDFLDKYSLKPNDQILAEDKHKELFDELVKKFKVEY 60
* . *. :********** . .*. . :*'*: < :***::* ::**: *: .::*
Smp 008400 VAGGATLNTVKMIQWIIQKPFVCS-YVGCIGADIQGKYIKNDCRGLDVRTDFQITTKPLK 119
Smp 008360 IAGGATLNTVKMIQWIIQKPEFVCS-YVGCIGADIQGKYIKNDCSALDLVTEFQIAEEPLM 119
1BX4 HAGGSTQNSIKVAQWMIQQPHKAATFFGCIGIDKFGEILKRKAAEAHVDAHYYEQNE QP 119
KAK ok Keoke Kkekk ook LR I S O S
Smp 008400 TGKVAVLISEKLRSMVTYLGAA-CDLSLAHIEQPHVWSLVEKAQVYYIAGEFVINTCYEGM 178
Smp 008360 TGKVAVLVSEKLRSMVTYLGAA-CDLSLAHIEQPHVWSLVEKAQVYYIAGFVINTCYEGM 178
1BX4 TGTCAACITGDNRSLIANLAAANCYKKEKHLDLEKNWMLVEKARVCYIAGFFLTVSPESV 179
**. *. < . **::: *'** * . *:: * *****:* *****':'.' *.:
Smp 008400 LKIAKHSLENEKLFCENLSATFLPREFNTKEVNEMISYSRIVIGNESEAATFGEVHSLTDG 238
Smp 008360 LKIAKHSLENEKLFCEFNLSAPFLSQFNTKEVDEMISYSNIVEFGNESEAEAYGEVHGLLED 238
1BX4 LKVAHHASENNRIFTLNLSAPFISQFYKESLMKVMPYVDILFGNETEAATFAREQGFETK 239
Kk ok oke Akeook kKKK Ko ok s s see K keokkkokk
Smp 008400 TVHEAAQYIADLPFADGKKRKRLVIITQGKDPIIYADSTDPTVHQYVVEQLKDEEMVDTN 298
Smp 008360 TVHATARYIADLPFADGKKRKRLVIITRGKNPLLYTDSSDSEIHQFMVEQFKDDQIIDTN 298
1BX4 DIKEIAKKTQALPKMNSK- RQRIVIFTQGRDDTIMA——TESEVTAFAVLDQDQKEIIDTN 296
s % * % Lk Kk ekkekaKkoe s .. el s P
Smp 008400 GAGDSFAAGFIADYIRNKPMITSLOSGVKAAAYIIRRSGFSLGLRESSAFKINL 352
Smp 008360 GAGDAFAAGFIADYIRGKPMITSLHAAVKAAAYIICRSGFSLGSRDSYSLKINK 352
1BX4 GAGDAFVGGFLSQLVSDKPLTECIRAGHYAASIIIRRTGCTFPEKPDFH ————— 345
* Kk kK . * ** s . .**: I ** * K * *

FIGURA 7. Alinhamento multiplo das duas seqiiéncias de adenosina kinase de Schistosoma mansoni (Smp) e
humana (1BX4).
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Senft & Crabtree, [30]; relataram que os analogos de nucleotideos 2-fluoroadenosina e
7-deazaadenosina sdo rapidamente incorporados no pool de nucleosideos do S. mansoni.
Nenhum destes andlogos sdo substratos das enzimas adenosina desaminase € purina
nucleosideo fosforilase. Desta forma, a conversao destes andlogos as suas correspondentes
bases, seguida da fosforibosilagdo gerando seus nucleotideos ndo ¢ realizada. Portanto, a
fosforilagdo direta mediada pela adenosina kinase ¢ a rota do anabolismo de 2-
fluoroadenosina e 7-deazaadenosina. Estes autores foram os primeiros a identificar a presenca
da enzima AK no parasita. Dovey et al. [29] identificaram baixos niveis de atividade para
enzima AK de S. mansoni, sendo que ambos autores acima citados realizaram seus estudos
com extratos do parasita.

EL Kouni & Cha [28] testaram a incorpora¢ao de nove analogos de adenosina: 5'-
deoxi-5'-i0do-2-fluoroadenosina, tubercidina, nebularina, toiocamicina, sangivamicina, 3'-
deoxisangivamicina, 9-deazaadenosina, 7,9-dideaza-7-tiaadenosina e 1-metiformicina (Figura
8), no verme adulto intacto e demonstraram que o S. mansoni poderia incorporar seis desses
compostos no pool de nucleotideos, exceto: sangivamicina, 3'-deoxisangivamicina e 1-
metiformicina em contraste com os outros analogos de adenosina testados, fato este que pode
ser atribuido ao grupo inserido na posi¢do 7 da base nitrogenada, no lugar do N, ser muito

volumoso.
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FIGURA 8: Estrutura quimica da adenosina e os analogos de adenosina: 5'-deoxi-5'-iodo-2-fluoroadenosina,
tubercidina, nebularina, toiocamicina, sangivamicina, 3'-deoxisangivamicina, 9-deazaadenosina, 7,9-dideaza-7-
tiaadenosina e 1-metiformicina [28].

Todos os andlogos incorporados entram no pool de nucleotideos s6 depois de serem
fosforilados pela adenosina kinase, reforcando a importancia dessa enzima do parasita no
metabolismo de analogos de adenosina. Por esta razdo, esta enzima ¢ um alvo atraente para o
desenvolvimento de inibidores seletivos contra a esquistossomose. Na verdade, varios
analogos de purinas tem sido utilizados no tratamento experimental da doenga [45-47].

Até a presente data nenhum trabalho com a enzima AK purificada foi identificado em
nossa revisao da literatura. Desta forma, a producdo recombinante das isoformas da AK de S.
mansoni, bem como a realizagdo dos testes de atividade enzimdtica irdo ajudar na

compreensdo da importancia desta enzima na via de salvagao de purinas do parasita.
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1.7 A Hipoxantina-guanina fosforibosiltransferase (HGPRT)

A HGPRT (E.C 2.4.2.8) catalisa a fosforibosilagdo reversivel de hipoxantina e guanina
para IMP ou GMP respectivamente e pirofosfato, tendo como doador de fosfato e ribose o 5-

fosforribosil 1-difosfato (PRPP) [48] (Figura 9).
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FIGURA 9: Estrutura quimica dos compostos envolvidos na reacdo catalisada pela enzima Hipoxantina-guanina
fosforribosiltransferase, PRPP e hipoxantina resultando em IMP e pirofosfato.

Em humanos a completa ou quase completa deficiéncia da enzima HGPRT resulta em
uma doenca chamada Sindrome de Lesch-Nyhan [49], caracterizada pela superproducdo e
acimulo de 4cido urico, chamada hiperuricemia. Os sintomas s3o graves e consistem
basicamente em retardos psicomotores [50]. Os devastadores efeitos dessa sindrome ilustram
a importancia da via de salvagdo. O cérebro ¢ especialmente dependente dessa via, o que pode
explicar os danos ao sistema nervoso central em criangas portadoras da sindrome.

Ja quando a deficiéncia da HGPRT ¢ parcial, a doenga por manifestar sintomas mais
leves como formacgdo e depdsito de cristais nas articulagdes e no rim, ¢ chamada de gota ou
Sindrome de Kelley-Seegmille [51,52].

Hipoxantina e guanina surgem constantemente da quebra de é4cidos nucléicos. Na

auséncia de HGPRT, os niveis de PRPP aumentam e purinas s3o, portanto mais produzidas
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pela via de novo, resultando no actimulo de 4acido Urico devido a redugdo do resgate de
hipoxantina e guanina para produ¢do de IMP e GMP [53].
A estrutura da HGPRT humana pode ser visualizada na figura 10 (pdb 2JBH) [54].

FIGURA 10: Estrutura dimérica da hipoxantina-guanina fosforribosiltransferase humana em modelo de fitas.

1.8 A Hipoxantina-guanina fosforibosiltransferase de Schistosoma mansoni

A HGPRT (E.C 2.4.2.8) ¢ codificada por um gene essencial do parasita Schistosoma
mansoni [48]. No genoma deste foram encontrados trés genes homodlogos para a HGPRT
(Smp_148820, Smp_ 168500, Smp 103560) que estdo relacionados com diferentes estagios de
vida do parasita. A tabela 1 mostra a localizagdo das trés proteinas em distintos estagios de

vida e a identidade sequencial entre elas.

Tabela 1. Estagio de vida ao qual pertence cada homo6logo da HGPRT e identidade sequencial entre eles.

HGPRT Estagios de vida do S. mansoni Identidade sequencial
Smp 148820 | Schistossoma mansoni adulto Smp 168500 — 46%
Smp 168500 | Schistossoma mansoni adulto Smp 103560 —46%

Smp 103560 | esquistossomulo (corpusculo vivo resultante | Smp 148820 — 39%
apos a penetracdo da cercéria no tecido do
hospedeiro)

J4 quando alinhadas as 3 sequéncias com seu correspondente humano pdb 2JBH [54]
essa identidade ¢ de 32% para Smp 148820 (Figura 11), 38% para Smp 168500 (Figura 12) e
de 45% para Smp 103560 (Figura 13).
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FIGURA 11: Alinhamento de HGPRT Smp 148820 de Schistosoma mansoni com HGPRT humana (2JBH),

32% de identidade sequencial.
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FIGURA 12: Alinhamento de HGPRT Smp 168500 de Schistosoma mansoni com HGPRT humana (2JBH),

38% de identidade sequencial.
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FIGURA 13: Alinhamento de HGPRT Smp 103560 de Schistosoma mansoni com HGPRT humana (2JBH),

45% de identidade sequencial.




Diferentemente das outras enzimas da via de salvagdo de purinas, varios estudos ja
foram realizados utilizando a HGPRT Smp 103560 de S. mansoni. Esta proteina ja foi
expressa em E. coli anteriormente por outros pesquisadores na década passada [55,56].

Recentemente, em 2008, estudos utilizando a técnica de RNAi reforcaram a
importancia desta enzima para a sobrevivéncia do parasita. Pequenos RNAs de interferéncia
(RNAis) foram produzidos contra HGPRT, injetados ap6s 70 dias de infeccdo com cercarias
em camundongos, sendo o nimero de vermes contado seis dias apos a injecao. O nimero total
de parasitas foi reduzido em aproximadamente 27% apds o tratamento [57].

O presente trabalho foi realizado com a enzima recombinante HGPRT Smp_103560.
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2. OBJETIVOS

2.1 Geral

1. Clonagem para expressdo heterdloga e purificagdo das enzimas adenosina kinase e
hipoxantina-guanina fosforibosiltransferase de Schistossoma mansoni para fins de
caracterizacdo bioquimica das proteinas recombinantes por meio da determinacdo da
estrutura tridimensional e da atividade catalitica.

2.2 Especificos

Adenosina Kinase e Hipoxantina-Guanina Fosforribosiltransferase

1.

A i

Amplificagdo e clonagem do cDNA.

Expressdo em E.coli e purificagdo das enzimas recombinantes.
Cristalizag¢ao das enzimas com diferentes substratos e¢/ou inibidores.
Experimentos de difracdo de raios-X com os cristais obtidos.

Teste de atividade enzimatica.

Resolugdo e refinamento das estruturas.
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3. MATERIAIS e METODOS

3.1 Amplificacdo do cDNA

As seqiiéncias de DNA codificantes para as enzimas foram obtidas do banco de dados
Schistosoma mansoni GeneDB (http://www.genedb.org/genedb/smansoni).

Foram identificadas duas seqiliéncias correspondentes a enzima adenosina kinase no
genoma completo do S. mansoni denominadas Smp 008360 e Smp_008400. Ja para a enzima
HGPRT foram encontrados trés sequéncias: Smp 148820, Smp 168500, Smp 103560, sendo
a ultima o alvo deste trabalho.

Visando a amplificagdo dos fragmentos de ¢cDNA foram desenhados e adquiridos

comercialmente dois pares de iniciadores (primers) especificos para estas seqiiéncias:

Primers para a seqiiéncia Smp 008400

AK1 _F Sense- (sitio Nhe 1)

5 - ACTGTATGCTAGCATGCGTGATCTTCCAGAAG -3

AK1 R Reverse (sitio Xho 1)

5- TACAGTCTCGAGCTATAAATTTATTTTGAACGACTAGAC -3

Primers para a seqiiéncia Smp 008360

AK2 F Sense- (sitio Nhe I)
5—-ACTGTATGCTAGCATGCACGATTTATCG -3
AK2 R Reverse (sitio X%o I)

5- TACAGTCTCGAGCTATTTGTTTATTTTTAAGG -3

Primers para a sequéncia Smp 103560

HGPRT F Sense (sitio Nhe 1)

5 - ACTGTATGCTAGCATGAACTCCTCTGTC -3
HGPRT R Reverse (sitio Sal 1)
5-TACAGTGTCGACTTAAACAGGTTTTGATG -3
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No desenho desses iniciadores foram inseridos sitios de restri¢do (em vermelho) para
as enzimas Nhel e Xhol para AK e Nhel e Sall para HGPRT, visando sua ligagdo correta no
vetor de expressao pET28a, que possui o sitio de restrigdo para as mesmas enzimas.

O cDNA foi amplificado por PCR [58] utilizando como molde uma biblioteca de
cDNA ja disponivel no laboratorio cedida pelo Prof. Dr. Ricardo De Marco (USP-Sao

Carlos/SP), de acordo com o protocolo a seguir:

Por reacao:

Tampao [10x] 2 uL
MgCl, [25mM] 1 uL
dNTP [10mM] 0.5 uL
primer R e F (100pmol/pL) 2,0 uL
DNA molde 0.5 uL
Enzima Taq DNA pol. [SOU/uL] 0.5 pL
Agua 13.5 uL
Total 20 uL

Inseriu-se a reagdo em um termociclador programado com as seguintes etapas:
- Primeira desnaturacao a 96°C por 3 min. e 35 ciclos de:
- Desnaturagao a 96°C por 30 s;
- Anelamento a 57°C (AK1), 52,5°C (AK2) e 54°C (HGPRT) por 1 min;
- Extensdo a 72°C por 90 s;
- Finalizacao a 4°C.

Ap6s completados os ciclos um volume de 5 pL da reacdo de amplificagdo foi
analisado por eletroforese em gel de agarose 1% corado com brometo de etideo.

Confirmando-se a amplificacdo do cDNA, foi realizado um PCR em maior escala (100
pL volume final) para a producdo de uma maior quantidade de DNA. As amostras
correspondentes a amplificagdo foram entdo purificadas a partir de gel de agarose utilizando-
se o kit Wizard SV Gel and PCR Clean Up (Promega), sendo o DNA ressuspendido em 35 pL
de agua e quantificado em Qubit (Invitrogen). O resultado da amplifica¢do foi analisado em
gel de agarose 1% corado com brometo de etideo.

O DNA foi submetido ao processo de adenilagdo, que consiste na inser¢do uma base
de adenina nas extremidades do DNA para que este possa parear com a timina presente nas

extremidades do vetor de clonagem utilizando a seguinte reacao:
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Tampao [10x] 1 uL

MgCl, [25mM] 1 uL
dATP [1mM] 0,5 uL
DNA molde 4 uL
Enzima Tag DNA pol. 50u/pL 1 pL
H,0 2,5 uL
Total 10 uL

Incubou-se em termociclador a 70°C por 30 minutos.

3.2 Clonagem do cDNA

3.2.1 Ligacao no vetor de clonagem pGEM

Adenilado o DNA, o mesmo foi ligado no vetor de clonagem, o plasmideo pGEM,

utilizando a seguinte reagao:

Tampao Ligase [2x] 5uL
Inserto adenilado 3uL
Vetor pGEM [50 ng/pL] 1 uL
T4 DNA ligase [30/uL] 1 uL
Total 10 uL

Incubou-se a reacao por 16 horas a 4° C em camara fria.

3.2.2 Transformacdo de bactérias competentes, plaqueamento, selecio de colonias

recombinantes, extracio de DNA plasmidial e sequenciamento

Misturou-se em tubo de 1,5 mL:
- 50 pL de bactérias E. coli competentes DH5a previamente tratadas com cloreto de calcio e
10 uL de DNA plasmidial, produto da ligagdo.
- Incubou-se em banho a 42° C por 90 segundos e em gelo por 5 minutos (choque-térmico).
- Adicionou-se 250 uL de meio de cultura LB.
- Incubou-se em agitador a 37° C por 1 hora a 250rpm.
- Plaqueou-se, 100 e 200 pL em placa de Petri contendo meio LB suplementado com

ampicilina (30pg/mL), X-gal (200 pg/mL) e IPTG (20 pg/mL).
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- Incubou-se em estufa a 37°C.

Apoés 14 horas observou-se crescimento de colonias brancas e azuis isoladas nas
placas. Fez-se PCR de colonia das colonias brancas (que consiste em utilizar parte da propria
colonia como DNA molde na reacdo e os primers correspondentes as sequéncias do vetor
utilizado que flanqueiam a regido de clonagem) para confirmagdo da existéncia do inserto no

vetor inserido na bactéria transformada, conforme a seguir:

PCR de coldnia: [ ] final
Tampao [10x] 1,5 uL 1 x

MgCl, [25mM] 0,9 uL 1,5 mM
dNTP [10mM] 0,3 uL 0,2 mM

primer sense T73G (Spmol/uL) 2,0 uL
primer reverse SP6 (Spmol/pL) 2,0 uL

DNA molde obtido com palito inserido na colonia
Enzima Tag DNA pol. [50U/uL] 0,2 uL

Agua 8,1 uL

Total 15 uL

Apos confirmagdo dos insertos fez-se a extragdo do DNA plasmidial recombinante
(pGEM + inserto) utilizando o Kit Promega Wizard Mini Prep. O resultado da amplificagdo e
extracdo foi verificado em gel de agarose 1% corado com brometo de etideo e o DNA foi
quantificado no aparelho Qubit.

Também visando confirmacao da presenca e sequéncia correta do inserto, realizou-se
seqienciamento do plasmideo pelo método de terminacdo da cadeia de DNA por
incorporacdo de didesoxinucleotideos, com iniciadores fluorescentes e seguindo-se o
protocolo do Kit “Thermo Sequenase Fluorescent Labelled Primer Cycle Sequencing with 7-

deaza-dGTP” da Amersham/Pharmacia.

3.2.3 Digestao do pGEM com as enzimas de restri¢do Nhel, Xhol e Sall para extragio do

inserto

A digestdo visando a extracao do inserto do vetor de clonagem para posterior ligacao
no vetor de expressao foi realizada utilizando as enzimas de restricdo acima citadas de acordo

com a seguinte reagao:
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AKs HGPRT

DNA 10 png—58 uL 5,25 ng—-28 uL
Tampao [10x] Buffer 2 10 uL 4 uL

Enzima Nhe I (10u/uL) 1,5 uL 2 ulL

Enzima Xho I (20u/uL) 1 uL -

Enzima Sa/ I (20u/pL) - 2ulL

BSA [10000 pg/uL) 1 uL 1 uL

Agua 28,5 uL 3 uL

Total 100 puL 40 uL

Incubou-se a 37°C por 3 horas.

O produto da digestdo foi visualizado em gel de agarose 1% corado com brometo de
etideo, a regido do gel que continha o DNA digerido (de tamanho correspondente ao esperado
para a regido amplificada) foi recortada e o DNA foi purificado do gel utilizando-se o kit
Eppendorf Perfect gel Cleannup (Cat # 955152051), ressuspendido em 35 puL de agua e

quantificado.

3.2.4 Digestao do pET28a para receber insertos

O vetor de expressao, o plasmideo pET28a foi digerido com as mesmas enzimas de

restri¢do para receber os insertos. Utilizando a seguinte reagao:

DNA pET 28a (2,4 ng/uL) 10 uL
Tampao Buffer 2 (10x) SuL
Enzimas (Nhe 1 e Xhol, Nhel e Sall) 5 uL (2,5 uL cada enzima)
BSA (10000 pg/mL) 2 uL
Agua 28 uL
Total 50 uL

Incubou-se a 37°C por 3 horas.
Apbs a incubagdo, o produto da digestdo foi visualizado em gel de agarose 1% corado
com brometo de etideo e entdo o vetor digerido foi purificado utilizando o kit Promega

Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System (Cat# A9280).
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3.2.5 Ligacao no vetor de expressao pET28a

Para a ligacdo do inserto no vetor pET28a, ambos ja com extremidades coesivas,

utilizou-se a seguinte reagao:

Tampao [10x] I uL
Inserto cDNA [100 ng/uL] 6 uL
Vetor pET 28a [100 ng/uL] 2 ulL
Enzima T4 DNA Ligase [400 U/uL NE Biolabs] 1 uL
Agua SuL
Total 15 uL

Incubou-se a 4°C em camara fria por 16 horas.

3.2.6 Transformacao de bactérias competentes E. coli BL21 (DE3)

Misturou-se em tubo de 1,5 mL:
- 50 pL de bactérias E. coli competentes BL21 e 15 pL de DNA plasmidial, produto da
ligacdo.
- Incubou-se em banho a 42° C por 90 segundos e gelo por 5 minutos.
- Adicionou-se 250 pL de meio de cultura LB.
- Incubou-se em agitador a 37° C por 1 hora a 250 rpm.
- Plaqueou-se, 100 e 200 pL em placa de Petri contendo meio LB suplementado com
kanamicina (100pg/mL).
- Incubou-se em estufa a 37°C.
Ap0s 14 horas observou-se crescimento de colonias isoladas nas placas. Foi realizado

PCR de coldnia para confirmacdo do inserto no vetor inserido na bactéria competente.

PCR de coldnia: [ ] final
Tampao [10x] 1,5 uL I x
MgCl; [25mM] 0,9 uL 1,5 mM
dNTP [10mM] 0,3 uL 0,2 mM
primer sense T74G (S5pmol/pL) 2,0 uL

primer reverse T7 terminator (Spmol/uL) 2,0 uL
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DNA molde obtido com palito inserido na colonia

Enzima Tag DNA pol. [50/uL] 0,2 uL
Agua 8,1 uL
Total 15 uL

O resultado da amplificacao foi verificado em gel de agarose 1% corado com brometo

de etideo.

3.3 Expressao heterdloga e purificacio das enzimas recombinantes

Para a determinacdo das condi¢des 6timas de expressdo das enzimas foram conduzidos
diversos experimentos para padronizar de forma sistematica as diversas varidveis como:
concentragdo de IPTG utilizada (100 e 300uM/mL), temperatura de expressao (37°C, 30°C e
18°C no caso de proteina insoltvel), volume do pré-inoculo (5 € 10 mL), meio de cultura (LB
e 2XYT) e tempo de expressao apos indugao.

Ap0s a determinagdo das condigdes 6timas de expressdo foi realizado um experimento
piloto visando a determinacdo das condi¢cdes de purificagdo. A técnica de purificacao
utilizada nestes experimentos foi a cromatografia de afinidade. O vetor pET28a codifica
insercao, no N-terminal das proteinas expressas, de uma seqiiéncia de 6 histidinas (cauda poli-
His), a qual tem afinidade por ions niquel ou cobalto. Desta maneira, podemos utilizar resinas
cromatograficas contendo esses ions imobilizados para a purificagdo em um unico passo da
proteina de interesse.

As colunas utilizadas: niquel, cobalto e AMP-agarose armazenadas em etanol 20%,
foram lavadas com aproximadamente 10 volumes de coluna (50 mL) de 4dgua ultra pura para
que este fosse completamente removido. As colunas foram entdo equilibradas, ou seja,
percoladas com o tampao de lavagem antes de receber o extrato bruto da proteina.

Apos a ligacao da proteina de interesse na coluna e lavagem da mesma para retirar os
contaminantes, a proteina de interesse foi eluida utilizando-se uma solugdo contendo imidazol
que compete pelos ions com a cauda de histidina. As aliquotas recolhidas da purificagdo
foram visualizadas utilizando-se eletroforese em gel de poliacrilamida SDS.

O vetor pET28a também codifica a inser¢do de um sitio para a protease trombina no
N-terminal das proteinas, entre a cauda poli-His e a seqiiéncia propriamente dita da proteina.

Esta protease pode entdo ser utilizada para retirar a cauda poli-His codificada pelo vetor.
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Ap6s purificadas, as enzimas foram utilizadas em ensaios de cristalizacdo e de

atividade enzimatica.

3.3.1 Expressao heterologa da enzima HGPRT de Schistosoma mansoni

Os testes de expressdo da HGPRT foram realizados em 500 mL de meio de cultura
2XTY suplementado com 30ug/mL de kanamicina onde foram inoculados 10 mL de uma
cultura incubada por 16 horas de bactérias E. coli BL21(DE3) contendo o plasmidio pET28a e
o gene da HGPRT de S. mansoni.

Os tubos foram mantidos sob agitagao (250rpm) a 37°C até que a DO (densidade
optica) fosse igual ou superior a 0,5. Entdo os meios de cultura foram esfriados e adicionou-se
100uM/mL de IPTG. As culturas foram mantidas a 18°C sob agitacio de 250rpm por
aproximadamente 12 horas.

O produto da expressdao foi centrifugado por 20 minutos a 9000 g. Descartou-se o
sobrenadante e o precipitado foi suspendido em 50 mL de tampao de lise (50mM NaH,PO,4
pH 7.4, 300mM NacCl, 10mM imidazol, SmM B-Mercaptoetanol ¢ ImM MgCl,) e congelado
a-20°C.

3.3.2 Purifica¢do da enzima HGPRT de Schistosoma mansoni

Para a purificacdo da enzima foi utilizada na cromatografia de afinidade a resina de
cobalto agarose.

As bactérias foram lisadas por sonicacdo utilizando a programacdo de 6 pulsos de
duragdo de 1 minuto com pausas de 30 segundos entre cada pulso. Centrifugou-se o produto
da sonicagdo por 20 minutos a 12000g.

Aplicou-se o extrato bruto (sobrenadante) contendo a proteina na coluna de afinidade
previamente lavada com 4gua ultra pura para retirar o etanol e equilibrada com tampao de
lavagem (50mM NaH,PO, pH 7.4, 300mM NaCl, 20mM imidazol, SmM B-Mercaptoetanol e
ImM MgCl,), coletou-se o eluato e a coluna foi lavada com 10 volumes de coluna de tampao
de lavagem (aproximadamente 50 mL).

Para a eluicdo da proteina ligada a coluna foram utilizados 30 mL de tampao de
eluicdo (50mM NaH,PO,4 pH 7.4, 300mM NaCl, 200mM imidazol, SmM [-Mercaptoetanol e
ImM MgCl,). O eluato, o lavado e a eluicdo foram visualizados em SDS-PAGE.

46



3.3.3 Clivagem da cauda de histidina da enzima HGPRT de Schistosoma mansoni

Apo6s a purificagdo, uma parte da proteina eluida teve a cauda de histidina removida

utilizando a protease trombina na seguinte proporcao:

1 unidade de trombina cliva 200 pg de proteina

Sendo assim foram inseridas 4 unidades/ml de trombina no tubo contendo 813,88
pg/ml. Este permaneceu a 4°C por 16 horas para clivagem completa. A clivagem foi

visualizada em SDS-PAGE comparando amostras de proteina nao clivada com a clivada.

3.3.4 Expressao heterologa da AK2 de Schistosoma mansoni

Para a expressdo da AK2 de S. mansoni em 500 mL de meio 2XTY suplementado com
30pug/mL de kanamicina foi inoculado o volume de 10 mL de uma cultura de bactérias
recombinantes de E. coli BL21(DE3) (contendo o plasmidio pET28a e o gene da AK2 de S.
mansoni), previamente crescida por 16 horas.

Os tubos foram mantidos sob agitacdo (250rpm) a 37°C até que a DO (densidade
optica) fosse igual ou superior a 0,5. Foram entdo adicionados 100uM/mL de IPTG e as
culturas foram mantidas nas mesmas condi¢des por 3 horas.

O produto da expressdao foi centrifugado por 20 minutos a 9000 g. Descartou-se o
sobrenadante e o precipitado foi ressuspendido em 50 mL de tampao de lise (50mM NaH,PO4
pH 7.8, 300mM NaCl, 10mM imidazol, SmM B-Mercaptoetanol ¢ ImM MgCl,) e congelado
a-20°C.

3.3.5 Purificacao da enzima AK2 de Schistosoma mansoni

Para a completa purificacdo da enzima AK foram utilizadas duas cromatografias de
afinidade: a resina cromatografica de niquel Ni-NTA agarose da Quiagen e a resina AMP-
agarose. Ambas colunas foram lavadas abundantemente com agua ultra pura antes ¢ apos a
purificacdo e entdo armazenadas em camara fria com etanol 20%.

As bactérias (tubos mantidos em gelo) foram lisadas por sonicacdo utilizando a
programacao de 6 pulsos de duracdo de 1 minuto com pausas de 30 segundos entre cada

pulso. Centrifugou-se o produto da sonicacao por 20 minutos a 12000g.
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Aplicou-se o extrato bruto (sobrenadante) contendo a proteina na coluna de niquel
previamente equilibrada com tampdo de lavagem (50mM NaH,PO, pH 7.8, 300mM NaCl,
20mM imidazol, SmM B-Mercaptoetanol e ImM MgCl,). Apds coletar todo o eluato a coluna
foi lavada com 10 volumes de coluna de tampao de lavagem (aproximadamente 50 mL).

Para a eluicdo da proteina ligada a coluna foi utilizado aproximadamente 30 mL de
tampao de eluicdo (50mM NaH,PO, pH 7.8, 300mM NaCl, 200mM imidazol, SmM -
Mercaptoetanol ¢ 1mM MgCl,). O eluato, o lavado e a eluigdo foram visualizados em SDS-
PAGE.

Para completar a purificagdio da enzima foi utilizada a resina de AMP-agarose
(SIGMA). A coluna foi equilibrada com tampao 50mM NaH,PO, pH 7.8, 200mM NaCl,
5mM B-Mercaptoetanol e ImM MgCl,, a proteina foi aplicada a coluna e apos a lavagem da
coluna com o tampdo, a eluicdo foi realizada utilizando-se 2mM de AMP no tampdo. As

amostras resultantes foram visualizadas em SDS-PAGE.

3.4 Ensaios de cristalizaciao

De posse das enzimas purificadas foram realizados ensaios de cristalizagdo visando a
obtencdo de cristais para difracdo de raios-X dos mesmos e resolucdo da estrutura cristalina.

Os ensaios de cristalizagdo utilizam de protocolos de busca convencionais multi-
paramétricos em gotas sentadas utilizando o robd Honeybee 931 da Genomic Solutions Inc,
em camaras termoestaveis, a 4°C ou 18°C. Este realiza os ensaios de cristalizacdo de forma
automatizada, utilizando placas contendo 96 pogos. Cada pogo permite o uso de trés
diferentes proteinas ou diferentes concentracdes da mesma proteina, acelerando a busca pela

formacao do cristal. O screening completo realizado possui 1248 condigdes diferentes.

3.4.1 Ensaios de Cristalizacao de HGPRT de Schistosoma mansoni

As amostras contendo a proteina pura (com cauda e sem cauda de histidina) foram
dialisadas contra 20mM Tris pH 7.4, 200mM KCI, SmM B-Mercaptoetanol e 500uM MgCl,.
Ap6s a dialise com 100 volumes do tampao de didlise, as proteinas foram concentradas até 6, 8
e 10mg/mL filtrando-se em membrana Centricon 10kDa a 2000g.

As diferentes concentragdes de proteina também foram incubadas com os ligantes:

hipoxantina, guanina, IMP e PRPP.
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De forma automatizada conforme descrito no item 3.4 foram preparadas diversas placas
com lpuL de proteina + 1uL de solu¢do do pogo, utilizando no screening os kits Index HT e
SaltX da hampton Research e Classic I suite ¢ PEG I suite da Quiagen, cada kit contendo 96

diferentes condi¢des de cristalizagao.

3.4.3 Ensaios de Cristalizacao da AK2 de Schistosoma mansoni

A proteina purificada foi dialisada contra 20mM tris pH 7.8, 200mM NaCl, SmM -
Mercaptoetanol e ImM MgCl,. Apds a dialise com 100 volumes do tampao de didlise a
proteina foi concentrada até 4, 6 e 8mg/ml utilizando-se um Centricon 30kDa.

Num primeiro momento, de forma automatizada, foram preparadas 4 placas utilizando
IuL de proteina (uma concentragdo diferente em cada poco) + 1uL de solucdo do pogo,
utilizando os kits Index HT e SaltX da hampton Research e Classic I suite € PEG I suite da

Quiagen, cada kit contendo 96 diferentes condicdes de cristalizacao.

3.5 Cristalizacao de AK2 de Schistosoma mansoni

Apds uma semana, cristais de AK2 surgiram na condi¢do G3 do kit IndexHT, a qual
consiste em 100mM Bis-Tris, pH6,5; 25% de PEG3350 e 200mM de Li,SO,4. Entdo essa
condi¢do foi otimizada manualmente utilizando o método de difusdo de vapor em gotas
suspensas em placas limbro de 28 pogos, varrendo-se as diferentes concentragdes de PEG
3350 e pHs. Foram utilizadas as seguintes concentragdes de PEG 3350: 21, 23, 25 e 27% e pH
6,1, 6,3, 6,5, 6,7 ¢ 6,9, o sulfato de litio foi mantido inalterado (200mM), somando 20
combinacdes diferentes.

As placas sdo entdo identificadas e engraxadas. Nos pocos foram adicionados 500 UL
de cada solugdo de cristalizacdo. A “gota suspensa” consiste em 2L da solu¢do pogo e 2HL
de AK2 (4mg/mL) em uma laminula, cobre-se cada um dos reservatorios das placas com as
laminulas correspondentes, estas sdo pressionadas sobre a graxa, vedando os pogos. Essas
placas permanecem incubadas a 18°C.

Cristais de AK surgem apos trés dias e atingem cerca de 0,4 mm na maior diregao.

Diversos cristais foram montados em crio loops e congelados em nitrogénio liquido

utilizando-se como crioprotetor a solu¢do mae contendo 20% de glicerol.
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Também foram realizados experimentos de cristalizagdo com a proteina nativa e
incubada com os ligantes: ADP, ATP, GDP, GTP, tubercidina e 2-fluoroadenosina para

obtenc¢do de novas estruturas cristalografica dos complexos da AK.

3.6 Coleta de dados, resolucdo, refinamento, validacio e analise da estrutura

tridimensional de AK?2 de Schistosoma mansoni

A coleta de dados e a resolucao das estruturas obtidas foram realizadas pelo Prof. Dr.
Humberto D'Muniz Pereira, assim como grande parte do refinamento. Os dados de difragao
de raios-X foram coletados na linha MX2 do Laboratoério Nacional de Luz Sincrotron (LNLS)
e no Laboratorio de Cristalografia e Biologia Estrutural do Instituto de Fisica de Sao Carlos
(IFSC-USP).

Para a redug@o dos dados foram utilizados os programa MOSFLM e SCALA [59,60].
Para a resolugao da estrutura da AK2 foi utilizado o método de substituigdo molecular
implementado no programa PHASER [61], empregando como modelo de busca AK humana
(1BX4) para a estrutura coletada de AK-adenosina-AMP e esta refinada para AK-tubercidina.

Resolvidas as estruturas, estas foram submetidas a ciclos de refinamento utilizando o
programa PHENIX [62] onde sdo calculados os mapas de densidade eletronica 2Fo-Fc e Fo-
Fc. O modelo resultante da substituicio molecular bem como os mapas de densidade
eletronica foram visualizados e manipulados utilizando-se o programa COOT [63].

Apos refinados, ambos os modelos foram validados utilizando o programa
PROCHECK [64] e MOLPROBITY [65]. Dentre as varias andlises fornecidas pelo programa
(comprimento de ligagdo, dngulo de ligagdo, ligagdo peptidica e planaridade de anéis da
cadeia lateral, quiralidade, angulos de tor¢do da cadeia principal e cadeia lateral e choques
entre pares de atomos nao ligados) foi escolhido para representar essa validagao o grafico de
Ramachandran que apresenta a distribui¢do dos angulos @ e ¥ formados entre o carbono a € o
nitrogénio (Ca — N) e o angulo formado entre o carbono e o carbono a da cadeia principal (C-
Ca).

Apos validadas, as estruturas foram submetidas a analise comparativa de estrutura
tridimensional com as 4 AKs depositadas no pdb utilizando o programa PYMOL [66], anélise
de estrutura secundaria e topologia pelo site do pdb sum e programa PROMOTIF [67].

As analises de sitio ativo: ligagdes, interacdes, ligantes e comparagdo com sitio ativo
da enzima humana foram realizadas através de visualizagdo e figuras geradas no programa

PYMOL.
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3.7 Teste de atividade da AK?2 de Schistosoma mansoni

Para o teste de atividade da AK de S. mansoni foi utilizado um ensaio acoplado com

as enzimas piruvato kinase e lactato desidrogenase, que permite a medida do ADP formado na

reagdo da AK quando fornecido adenosina e ATP. Este ensaio permite o0 monitoramento da

conversao de B-NADH em B-NAD espectofotometricamente a 340 nm [68,69].

Adenosina Kinase (AK)
Adenosina + ATP » AMP + ADP

Piruvato Kinase (PYK)
ADP + PEP (fosfoenolpiruvato) » piruvato + ATP

Lactato Desidrogenase (LDH)
Piruvato + B-NADH » Lactato + B-NAD

l

340 nM

Foram testadas trés concentragdes de AK2: 100nM, 200nM e 1 uM em solugdes
contendo 200 uM adenosina, 500 uM de ATP, 400 uM de MgCl,, 70 mM de Tris pH 7.4, 500
uM de PEP, 500 uM de B-NADH, 20 uw/mL de PYK, 29 u/mL de LDH, 50 mM de KCl e

agua ultra pura para completar o volume de reagdo que ocorreu a 37°C monitorada durante 10

minutos.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Amplificacdo do cDNA

Os cDNAs correspondentes as enzimas AK1, AK2 e HGPRT foram amplificados com
sucesso. O primeiro cDNA amplificado (Figura 14: Gel A) foi da enzima AK2, depois
HGPRT (Figura 14: Gel B) e por ultimo apds diversas tentativas e extensa andlise da
sequéncia codificadora pelo Prof. Dr. Ricardo De Marco e novos primers desenhados, o

cDNA da enzima AK1 (Figura 14: Gel C).
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FIGURA 14: Gel de agarose 1% corado com brometo de etideo para visualizagdo da amplificagdo por PCR do
cDNA correspondente as enzimas AK1, AK2 ¢ HGPRT. Gel A. 1. Marcador de peso molecular; 2. AK2 (1059
pb). Gel B. 1. Marcador de peso molecular; 2. HGPRT (750 pb). Gel C. 1. Marcador de peso molecular; 2 e 3.
AK1 (1059 pb).

O primeiro par de primers desenhado para amplificagdo do cDNA de AKI foi
confeccionado a partir da sequéncia de nucleotideos do cDNA da enzima depositada no banco
de dados, esta possui 1101 nucleotideos e codificaria uma enzima de 366 aminodcidos.
Entretanto, esta sequéncia ndo era amplificada em nossos experimentos. Os estudos
computacionais da sequéncia depositada sugeriram que esta possuia um éxon de 42
nucleotideos a mais no N-terminal. O novo primer desenhado, que resultou na amplificacao
do cDNA, excluia essa sequéncia apresentada em vermelho na regido 5” de parte da sequéncia
abaixo retirada do banco de dados, resultando em uma sequéncia de 1059 nucleotideos que

codifica uma enzima de 352 aminoacidos, assim como AK2.
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5 ATGCTAAGTACCGGTTGGCTGAAAGAGGAAAAGTTCGTTAAAATGCGTGATCTTCCAGAA. . .3"

4.2 Clonagem do cDNA

4.2.1 Ligacao em vetor de clonagem, transformacao, plaqueamento, selecio de colonias,

extracio de DNA plasmidial e seqiienciamento

O plasmideo pGEM, um vetor de clonagem, recebeu os cDNAs purificados de gel de
agarose, amplificados e adenilados de forma eficiente para ser utilizado na “transformacéao de
bactérias competentes”, fato esse comprovado mais adiante pelo PCR de coldnia.

Este processo chamado de “transformacdo de bactérias™ consiste na inser¢do de um
DNA exdégeno no interior da bactéria, sendo esta chamada de ‘“competente” por estar
fisiologicamente capacitada a receber esse DNA, uma vez que naturalmente esse ¢ um evento
raro devido a repulsdo eletrostatica que ocorre entre as cargas negativas dos fosfolipidios da
membrana plasmatica da bactéria e dos grupamentos fosfato do DNA do plasmideo. Nesse
caso a bactéria tornou-se competente através do tratamento com cloreto de calcio, um ion
divalente que atua neutralizando essas cargas negativas. E entdo o choque-térmico cria poros
na membrana e possibilita a entrada no plasmideo no interior da célula [70,71].

O plaqueamento das bactérias em meio LB 4gar previamente suplementado com
ampicilina possibilita uma pré-selecao das bactérias que carregam o plasmideo com o cDNA
de interesse, uma vez que o vetor pPGEM possui resisténcia a esse antibiotico. A adi¢do de X-
gal (5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-galactopiranosideo) no meio ¢ comumente utilizada na
selecdo, pois o vetor utilizado também possui em sua estrutura o gene lacZ, que induzido pelo
IPTG, expressa uma enzima chamada B-galactosidase que degrada o X-gal produzindo um
composto azul. A regido de clonagem do vetor se localiza exatamente na regido onde esta o
gene lacZ. Assim, quando introduzimos o fragmento de cDNA exdgeno nesta regido, esse
gene ¢ interrompido, produzindo assim coldnias brancas. Ja as colonias de bactérias que
possuem o plasmideo com /acZ intacto produzem colonias azuis [72].

Portanto, selecionou-se colonias brancas para o “PCR de coldnia” para confirmagao da
presenca do inserto. Na figura 15 podemos ver o resultado desse procedimento, onde observa-

se a presenga de colonias positivas e negativas para a presenga do inserto.
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FIGURA 15: Gel de agarose 1% corado com brometo de etideo para visualizagdo do PCR de colonia para
confirmar presenga do inserto. Gel A. 1. Marcador de peso molecular; 2.6.7.8.11.12. AK2 positivas. Gel B. 1.
Marcador de peso molecular; 2.5.6.7.9.10.11.12 (superior) HGPRT positivas; 2.3.4.7.8.9.10.12 (inferior)
HGPRT positivas. Gel C. 1. Marcador de peso molecular. 2.3.4.5.6.7.8.9.10.11 (superior) AKI1 positivas;
3.4.5.6.7.8.10.11 (inferior) AK1 positivas.

Ap6s a confirmagdo da presenga do inserto através do PCR de colonia, fez-se a
extracdio do DNA plasmidial e o seqiienciamento confirmou a presenga dos DNAs

codificantes de AK1, AK2 e HGPRT no pGEM.

4.2.2 Digestao, ligacdo em vetor de expressao e transformacao de bactérias competentes

E. coli BL21 (DE3)

O pGEM foi entdo digerido com as enzimas de restricdo cujas regides de
reconhecimento foram inseridas nos primers que flanqueiam o DNA a fim de se realizar a
troca de vetor. Os DNAs foram purificados com sucesso do gel de agarose e a quantificagdao
obteve resultado de 100 ng/puL.

O pET 28a foi o vetor de expressao utilizado (Figura 16). O plasmideo recombinante
foi digerido com as mesmas enzimas de restricdo do inserto visando a formagdao de
extremidades coesivas complementares que garantam a inser¢do correta do DNA no vetor.

Sua purificag¢do do gel de agarose também foi realizada com sucesso.
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T7 promoter primer #63348-3
-

ET upstream primer #69214-3
PRl op: Egﬂllp __ Fpromoter lac operator Xpal Tbs
AGATCTCGATCCCGCGAAATTAATACGACTCACTATAGGGGAATTGTGAGCGGATAACAATTCCCCTCTAGAAATAATTTTGTTTAACTTTAAGAAGGAGA
Neol His*Tag _Ndel Nhel T7*Tag

GGCAGCAGCCATCATCATCATCATCACAGCAGCGECCTEETRLCE
GlySerSerHisHisHisHisHisHisSerSerGlyLeuValProArg

L T
Eag| thrombin

g -
| Hindlll __Notl  Xhol His+Tag

GCAGCCATATGGC GGTGGACAGCAA
lySerHisMetAlaSerMetThrGlyGlyGInGIn

BamH| EcoR | Sacl _ Sal

GGATCCGAATTCGAGCTCCG AGCTTGCGGCCGCACT pET-28a(+)
gGlySerGluPheGlulLeuhrg nAlaCysGlyArgThraArg
pET-28b(+)
GGTCGGATCCGAATTCGAGCTCCGTCGACAAGCTTGCGECCGCACTCGAGCACCACCACCACCACCACTGAGATCCGGCTGCTAACAAAGEEE pET-28¢(+)
GlyArglleArglleArgAlaProSerThrSerLeuArgProHisSerSerThrThrThrThrThrThrGlulleArgleuleuThrlysPro
Bpu1102 | T7 terminator
GAAAGGAAGCTGAGTTGECTGCTGCCACCECTGAGCAATAACTAGCATAACCCCTTGGEGCCTCTAAACGGGTCTTGAGGGGTTTTTTG

-
T7 terminator primer #69337-3
PET-28a-c(+) cloning/expression region

FIGURA 16: Regido de clonagem do vetor pET28a.

A ligagdo das extremidades coesivas geradas pela digestdo com as mesmas enzimas de
restri¢ao ocorreu de forma efetiva, visto que se obteve bactérias transformadas recombinantes
em E. coli BL21 a partir da ligacdo realizada (pET28a + inserto de DNA).

Com o DNA de interesse presente no vetor de expressao pET28a e inserido em E. coli

BL21 também utilizada para expressao, os ensaios de expressao foram iniciados.

4.3 Expressao hetelologa, purificacio da enzima recombinante e ensaios de cristalizacao

de HGPRT de Schistosoma mansoni

ApOs testes pilotos de expressdao da enzima HGPRT estabeleceu-se seu protocolo de
expressdo em meio 2XYT suplementado com kanamicina a 18°C por aproximadamente 12
horas apds inducdo com 100uM de IPTG (Figura 17). O crescimento até a DO 0,5 ocorre a
37°C, porém essa temperatura ¢ reduzida para 18°C uma vez que a proteina ¢ expressa na

forma insoluvel a 37°C.
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€ HGPRT (29kDa)

FIGURA 17. Analise da expressdo de HGPRT em gel de poliacrilamida 15% corado por coomassie blue. Poco 1.
Marcador de peso molecular. 2. Bactéria ndo induzida (T0). 3. Bactéria induzida por 1 hora. 4. 2 horas. 5. 3
horas.

A purificagdo da enzima HGPRT se deu em somente um passo de afinidade, utilizando
a coluna de cobalto (Figura 18). O rendimento foi de aproximadamente 10 mg em 1 L de

cultura.
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FIGURA 18. Analise da purificagdo de HGPRT em gel de poliacrilamida 15% corado por coomassie blue com
as aliquotas da expressdo e purificagdo da HGPRT. Pogo 1 . Marcador de peso molecular. 2. Extrato bruto apds a
cromatografia em coluna de cobalto. 3. Lavagem da coluna. 4 ¢ 5 fragdes da HGPRT purificada da coluna de
cobalto (29 kDa).

A cauda de histidina foi removida com a protease trombina visando testes de
cristalizagdo da enzima com e sem essa cauda (Figura 19). Nota-se pela diferenca de massa

molecular que a cauda de histidina foi removida.
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FIGURA 19. Analise das aliquotas da clivagem da cauda de histidina da enzima HGPRT em gel de
poliacrilamida 15% corado por coomassie blue. Pogo 1 . Marcador de peso molecular. 2. Amostra de HGPRT
ndo clivada 3. Amostra de HGPRT clivada. 4. Amostra comparativa de HGPRT néo clivada.

Os ensaios de cristalizacdo foram realizados com a enzima com ¢ sem cauda de
histidina conforme metodologia ja descrita, entretanto até o presente momento nenhum cristal
de proteina foi obtido. Diversos cristais de sal foram observados.

Novos estudos computacionais da sequéncia que codifica a enzima foram realizados e
identificou-se que provavelmente a sequéncia do banco de dados utilizada, assim como AK1,
também possui um éxon a mais em seu N-terminal. Novo primer foi desenhado para o reinicio

das atividades com a enzima.

4.4 Expressao hetelologa e purificacio da enzima recombinante AK2 de Schistosoma

mansoni

Para os ensaios de expressdo foram utilizadas duas diferentes temperaturas de
crescimento (30 e 37°C) e duas concentracdes de IPTG (100 e 300uM). A melhor condi¢ao de
crescimento e expressao foi de 37°C e a melhor concentragcdo de IPTG para a inducao foi de

100puM (Figura 20).
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FIGURA 20. Gel de poliacrilamida 15% corado com coomassie blue para analise da expressdo da enzima AK2
(aproximadamente 42 kDa) em vetor de expressao pET28a em bactérias E. coli BL21 (DE3) a 37°C com 100uM
de IPTG . Pogo 1 . Marcador de peso molecular. 2. Bactéria ndo induzida (T0). 3. Bactéria induzida por 1 hora.
4.2 horas. 5. 3 horas. 6. 4 horas.

As bactérias foram sonicadas e centrifugadas, o extrato bruto foi purificado por
cromatografia de afinidade em uma coluna de niquel. Apos a lavagem da coluna a proteina foi

eluida e o resultado da eletroforese das aliquotas coletadas pode ser visualizado na figura 21.

Kda
66
45 € AK2 (42kDa)

30

22

14

FIGURA 21. Gel de poliacrilamida 15% corado por coomassie blue para analise da expressdo e purificagdo da
enzima AK2 em coluna de niquel. Pogo 1 . Marcador de peso molecular. 2. extrato bruto. 3. Extrato bruto apds a
cromatografia em coluna de niquel. 4. lavagem da coluna. 5 ¢ 6 fragdes da AK2 purificada da coluna de niquel.
A AK?2 ¢ a proteina nos pogos 5 e 6 com peso em torno de 42kDa.

Nota-se ao observar a figura 21, que somente utilizando a coluna de afinidade de
niquel, a purificacdo da AK2 ndo foi satisfatoria, havendo ainda muitos contaminantes
presentes nas aliquotas coletadas da elui¢do da enzima desta coluna. Portanto, fez-se

necessario um segundo passo de purifica¢do. Para tanto, analisando a afinidade da enzima,
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ponderou-se utilizar uma segunda cromatografia de afinidade: a coluna de AMP-agarose, uma
vez que a AK possui afinidade pelo ligante AMP. A estratégia adotada resultou em uma
purificagdo bastante satisfatoria de AK2 e relativamente simples para ser amplamente
reproduzida para os ensaios de cristalizagdo da mesma. (Figura 22). O rendimento foi de

~4mg da enzima a partir de 1L de cultura.
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FIGURA 22. Gel de poliacrilamida 15% corado por coomassie blue para analise da purificagdo da AK2 em
coluna de AMP-Agarose. Pogo 1 . Marcador de peso molecular. 2. Eluato. 3. Lavagem da coluna. 4 a 10. Frac¢des
da purificacdo da AK?2.

Na figura 23 pode-se obervar um comparativo entre a purificagao resultante da coluna
de niquel (pogo 2) e eluida da coluna de AMP-agarose (pogos 5 — 8). Bem como

posteriormente a enzima dialisada e concentrada até 4, 6 e 8mg/ml (poco 9 — AK2 a 8mg/mL).
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FIGURA 23. Analise da purificagdo da enzima AK2 de em coluna de niquel ¢ AMP-agarose em gel de
poliacrilamida 15% corado com coomassie blue. Pogo 1. Marcador de peso molecular. 2. Elui¢do de AK2 da
coluna de niquel. 3 a 8. Aliquotas coletadas da ecluigdo da coluna de AMP-agarose. 9. AK2 concentrada a
8mg/mL.
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Em testes preliminares a enzima AK1 ndo foi expressa de forma a corresponder ao
tramanho esperado para a enzima (menor). Acredita-se que esta enzima possua um szop codon

em sua sequéncia (resultados ndo apresentados).

4.5 Cristalizacao da AK2 de Schistosoma mansoni

Apb6s uma semana de incubagdo, as 4 placas contendo as diferentes condigdes de
cristalizagdo e as diferentes concentragcdes de AK2 (4, 6 e 8 mg/mL) em tampao Tris (20mM
tris pH 7.8, 200mM NaCl, 5SmM B-Mercaptoetanol ¢ 1mM MgCl,) foram analisadas.
Observou-se a formacao de cristais na condicdo G3 do kit IndexHT, a qual consiste em
100mM Bis-Tris pH 6,5; 25% de PEG3350 e 200mM de Li,SO4. Os cristais mais bem
formados surgiram na placa que continha a concentragdo 4mg/mL de AK2.

A condicdo otimizada utilizando variaveis de pH (6.1, 6.3, 6.5, 6.7 ¢ 6.9) ¢
concentracdo de PEG 3350 (21, 23, 25 ¢ 27%) com 200mM de Li,SO, inalterado, resultaram

em muitos cristais de tamanhos e formatos diferentes como pode ser observado na Figura 24.

FIGURA 24. Cristais da proteina AK2 (0.4 mm) de S. mansoni na condi¢do G3 do kit Index: 100mM bis-tris pH
6,5; 25% de PEG3350 e 200mM de Li,SO,.

Os cristais surgem em aproximadamente trés dias apos a montagem das gotas € em uma
semana atingem 0.4 mm em sua maior dimensao. Os cristais foram congelados em nitrogénio
para a coleta de dados na estagdo MX2 do Laboratorio Nacional de Luz Sincrotron (LNLS) ou
no Laboratorio de Cristalografia IFSC-USP.

Dentre todos os ligantes testados na co-cristalizagdo, surgiram cristais nas condi¢des
contendo: AMP, ADP, ATP, proteina nativa, tubercidina e 2-fluoroadenosina. Nas condigdes
testadas com GTP e GMP nao houve o aparecimento de cristais.
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Os cristais de proteina incubada com 2-fluoroadenosina sdo muito pequenos e frageis,
portanto, juntamente com outros cristais (proteina nativa e incubada com AMP, ADP, ATP e
tubercidina) foram congelados e serdo submetidos a difragdao de raio-X nas instalagdes do

sincrotron Diamond em Oxfordshire, Inglaterra pelo Prof. Dr. Humberto D "Muniz Pereira.

4.6 Coleta de dados, processamento, resolucio e refinamento de dados de difracdo de

raios-X da AK2

Foram obtidos dois conjuntos de dados de AK, o primeiro complexo terndrio AK2-
adenosina-AMP a 2.3A de resolucio coletado na linha de luz MX2 no LNLS e o segundo
conjunto de dados coletado no Laboratério de Cristalografia e Biologia Estrutural IFSC-USP,
o complexo binario AK2-tubercidina também a 2.3A de resolucio.

Os parametros de coleta de dados e refinamento atuais podem ser visualizados na

Tabela 2.

Tabela 2: Estatisticas da coleta de dados e refinamento para os cristais da AK2.
Cristal AK-Ade-AMP (2.3A) AK-tubercidina (2.3A)
Detector Marmosaic 225 Raxis [V++
Parametros de cela (A) a, b,c  a=59.98, b=180.53,¢=78.32  a=59.58., b=78.94, c=181.52

Resolugiio (A)* 42.48-2.3 (236 -2.30) e 20.0-2.35 (2.48-2.25)¢

Mosaicidade 0.5 0.4
Grupo Espacial P2,2,2 P2,2,2
Fonte de Raios-X WO01B-MX2 Rigaku MicroMax007
»(A) 1.45 1.54

N° de imagens 150 (1.0) ¢ 150 (0.5)°
Multiplicidade 34(3.4)° 2.7 (2.2)°

R peas (%0) * 12.1 (64.5) ¢ 8.8 (45.1)°
Ry, (%) " 103 (55.2) ¢ -
Completeza (%) 93.3(88.6) © 96.6 (88.2)°
N° de reflexdes 123531(16846) ° 95546 (11340)°
N°de reflexdes tnicas 35871 (4886) ¢ 35262 (4735)°
1/6 10.7 (2.1) ¢ 11.82 (2.38)°
N° moléculas por UA 2 2

N° atomos refinados: 5548 5755
Proteina 5259 5340
Agua 200 325

Cl 2 2
Ligantes 87 88
R/Ryee € 20.78/24.88 19.67/24.75
RMSD comprimento de 0.023A/1.53° 0.008A/1.05°
ligacdes/angulos *

Ramachandran: 90.8/8.9/0.3 93.6/ 6.0/ 0.3
Preferida/permitida/nao

permitida (%)

“ Rmeas = Y, (ny/ny, -1)" Y [Lih) - <I(h)>| / 3,3 L(h), onde Ii(h) e <I(h)> sdo os i™ ¢ intensidade média e n, & a
multiplicidade de todas as reflexdes h com simetrias equivalentes [73].
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® Rsym = Y, [L(h) - <I(h)>| / Y,3; Ii(h), onde Ij(h) e <I(h)> sdo os i" e intensidade média de todas as reflexdes h
com simetrias equivalentes [73].

“R =73 |[Fol| - [F¢||/ Y. |[Fo| onde |Fc| é a amplitude do fator de estrutura calculado do modelo € [Fo| é a amplitude
do fator de estrutura obervado do modelo. Ry, € calculado com base em 5% do conjunto de reflexdes que ndo ¢
utilizado durante o refinamento [74].

4 RMSD "root mean square deviation", desvio quadratico médio do conjunto de pardmetros de estereoquimica
ideal [75].

Valores entre parénteses referem-se aos valores da mais alta resolugéo.

O método utilizado para a resolugdo da estrutura tridimensional foi o de substituicdo
molecular, tendo como modelo de busca a estrutura da adenosina kinase humana (1BX4) para
o complexo ternario e este refinado para o complexo binario.

Analisando os mapas de densidade eletronica da primeira estrutura coletada nota-se a
presenca de ligantes na regido do sitio ativo das duas moléculas de AK presentes na unidade
assimétrica, estas foram identificados como sendo adenosina (Figura. 25) e AMP (Figura.26).
O mapa de densidade eletronica Fo-Fc encontra-se em vermelho e contorna perfeitamente os

ligantes.

MET-134

FIGURA 25: Sitio de ligagdo de adenosina da AK2 mostrando o mapa de densidade eletronica Fo-Fc
correspondente ao ligante adenosina (3 o).
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FIGURA 26: Sitio de ligagdo de ATP da AK2 mostrando o mapa de densidade eletronica Fo-Fc correspondente
ao ligante AMP (3 o).

Quando analisado o mapa de densidade eletronica da segunda estrutura coletada,
também nota-se a presenca de ligantes na regido do sitio ativo das duas moléculas presentes
na unidade assimétrica (Figuras 27 e 28), neste caso elas foram identificadas como sendo
tubercidina. Entretando, pelo fato da tubercidina ser um analogo de adenosina, sua densidade
eletronica ¢ muito similar a esta. O que nos leva a crer que a densidade eletronica realmente
corresponde a tubercidina é o fato da enzima purificada, antes de ser submetida ao ensaio de
cristalizagdo, ter sido incubada com uma grande quantidade deste ligante, aproximadamente 5
mM e a densidade eletronica indicar que esta também encontra-se presente no sitio de ligagao

do ATP.
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FIGURA 27: Sitio de ligacdo da adenosina de AK2 mostrando o mapa de densidade eletronica Fo-Fc
correspondente ao ligante tubercidina (3 o)
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FIGURA 28: Sitio de ligacdo da ATP de AK2 mostrando o mapa de densidade eletronica Fo-Fc correspondente
ao ligante tubercidina (2 o).
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4.7 Validaciao dos modelos

Os modelos tridimensionais de AK2 obitidos apoés o completo refinamento foram
validados de trés formas, primeiro avaliando-se o valor do Ryek € Rgee Obtidos ao final do
refinamento, que correspondem a Ryox = 0.2078 € Rpee = 0.2488 para AK2-AMP-adn e a
Ryork = 0.1967 € Rgee = 0.2475 para AK2-tubercidina. Valores coerentes e considerados bons
em relagdo ao valor da resolucao obtida [76].

A segunda foi a utilizacdo do programa MOLPROBITY [65] para avaliacdo da

geometria da proteina. Cujo resultado pode ser visualizado na tabela 3.

Tabela 3: Andlise da geometria de AK2 gerada pelo programa MOLPROBITY [65].

Parametro analisado AK2-AMP-adn | AK2-tubercidina Parametros
referenciais (ideal)
Rotameros ruins 6.47% 1.58% <1%
Desvio Cp >0.25A 4 0 0
Residuos com ligagdes ruins 3.39% 0.00% 0%
Residuos com angulos ruins 2.80% 0.00% <0.1%

Nota-se que a estrutura AK2-tubercidina do ponto de vista geométrico pode ser
considerada melhor que a estrutura de AK2-AMP-adn, que possui uma porcentagem maior de
residuos com rotameros, desvio de CB, ligagdes e angulos fora do padrao considerado ideal.
Entretanto, esta, apesar de ndo ideal ¢ a melhor geometria alcangada apds o refinamento do
complexo ternario. J&4 o complexo bindrio possui uma geometria considerada ideal.

A terceira forma de validag¢do utilizada foi o programa Procheck. O resultado do
grafico de Ramachandran gerado pode ser visualizado na figura 29 para a estrutura de AK2-

adenosina-AMP e figura 31 para a estrutura de AK2-tubercidina.
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FIGURA 29: Estrutura tridimensional de AK2-adenosina-AMP em modelo de fitas, as hélices estio em
vermelho, fitas B em azul e loops em verde. Diagrama de Ramachandran com a distribuigao dos angulos diedros
para as duas subunidades da estrutura. A regido representada em vermelho corresponde a regido mais favoravel
para os valores dos angulos, a regido amarelo escuro ¢ a adicionalmente permitida, amarelo claro é a
generosamente permitida e a regido em branco ¢ a regido ndo permitida. As glicinas sdo representadas por
triangulos.

Na estrutura de AK2-AMP-adn os residuos em regides mais favoraveis (vermelho)
correspondem a 90.8%, adicionalmente permitida (amarelo escuro) a 8.9% e ndo permitida a
0.3%. Nesta regido nao permitida e correspondente a esta porcentagem encontra-se um Unico
residuo (Ser197), entretanto analisando o mapa de densidade eletronica (2Fo-Fc)
correspondente a esta regido nota-se que este residuo encontra-se nessa conformagdao, mesmo

contrariando os angulos preferenciais para este residuo (figura 30).
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FIGURA 30: Andlise do mapa de densidade eletrénica 2Fo-Fc (1o) correspondente ao residuo Serina 197 que
encontra-se na regido ndo permitida do diagrama de Ramachandran.

J& para a estrutura contendo o inibidor tubercidina os residuos em regides mais
favoraveis (vermelho) correspondem a 93.6%, adicionalmente permitida (amarelo escuro) a
5.7%, generosamente permitida (amarelo claro) 0.3% e ndo permitida a 0.3%. Na regido
generosamente permitida correspondente a esta porcentagem encontra-se o residuo GIn78 e na
regido ndo permitida encontra-se o residuo Ser197, o mesmo residuo localizado na regido ndo
permitida no diagrama de Ramachandran da estrutura de AK2-AMP-adn. Este residuo esta
localizado no loop que liga a fita Bl1 e a a-hélicell e parece estar conservado nessa
conformagdo (AK humana, AK de Anopheles gambiae ¢ AK de Toxoplasma gondii também
apresentam esse residuo nessa conformacdo e em regido ndo permitida no diagrama de
Ramachandran) devido sua proximidade do sitio ativo da enzima, mais precisamente préximo

ao sitio de ligacdo de adenosina e do residuo Phe169.

67



Psi {(degrees)

901+ _,_,— -
'_F

-1354"

80 135 90 45 0 45 90 135 180
Phi (degrees)

FIGURA 31: Estrutura tridimensional de AK2-tubercidina em modelo de fitas, as hélices estdo em vermelho ,
fitas B em azul e loops em verde. Diagrama de Ramachandran com a distribui¢do dos angulos diedros para as
duas subunidades da estrutura. A regido representada em vermelho corresponde a regido mais favoravel para os
valores dos angulos, a regido amarelo escuro ¢ a adicionalmente permitida, amarelo claro é a generosamente
permitida e a regido em branco ¢ a regido ndo permitida. As glicinas sdo representadas por triangulos.

Os mapas de densidade eletronica (2Fo-Fc) correspondentes as regides dos residuos
Ser197 e GIn78 podem ser visualizados nas figuras 32. O residuo GIn78 inicia o loop entre a-

hélice4 e fita f5 em uma regido exposta ao solvente na superficie da proteina.
-y Ny

FIGURA 32: Analise do mapa de densidade eletronica 2Fo-Fc (16) correspondente ao residuo Serina 197 que
encontra-se na regido ndo permitida do diagrama de Ramachandran e do residuo Glutamina 78 que encontra-se
na regido generosamente permitida do diagrama de Ramachandran.

A partir dos métodos utilizados para a validacdo do modelo podemos considera-los
bons e confidveis para a analise da estrutura tridimensional da enzima adenosina kinase

isoforma 2.
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4.8 Analise das estruturas tridimensionais obtidas de AK2 de Schistosoma mansoni

4.8.1 Enovelamento

A estrutura global da proteina ¢ muito similar a das outras AKs depositadas no PDB.
A maior diferenga encontrada entre essas proteinas ¢ da AK de Micobacterium tuberculosis
(2PKM) que possui duas hélices adicionais no dominio da tampa que funcionam como uma
interface de interagcdo para criar a estrutura dimérica que ¢ descrita como a estrutura ativa
dessa enzima [43]. Diferente das enzimas humana [41], Anopheles gambiae [44], Toxoplasma
gondii [38] e Trypanosoma brucei rhodesiense [74], cuja atividade ¢ descrita na forma
monomeérica.

A sobreposi¢ao da AK de Schistosoma mansoni na forma fechada com as AKs na
mesma conformacdo depositadas no PDB pode ser visualizada na figura 33 e os valores de

RMSD gerados sdo comparados na tabela 4.

Tabela 4: Comparagdo de enovelamento de AK de Schistosoma mansoni ¢ AKs depositadas no pdb através do
valor de RMSD calculado da sobreposicao destas.

Estruturas sobrepostas RMSD
A. AK de Schistosoma mansoni ¢ AK humana (pdb 1BX4) 1.099 A
B. AK de Schistosoma mansoni e AK de Anopheles gambiae (pdb 3LOO) 1.201 A.
C. AK de Schistosoma mansoni e AK de Toxoplasma gondii (pdb 1LIK) 1.209 A
D. AK de Schistosoma mansoni e AK de Micobacterium tuberculosis (pdb 2PKM) 10.908 A
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FIGURA 33: Sobreposigdes das estruturas tridimensionais de AK depositadas no PDB com AK de Schistosoma
mansoni. A: AK de Schistosoma mansoni (vermelho) e humana 1BX4 (azul escuro). Rmsd = 1.099 A. B: AK de
Schistosoma mansoni (vermelho) e Anopheles gambiae 3LOO (azul claro) Rmsd = 1.201 A. C: AK de
Schistosoma mansoni (vermelho) e Toxoplasma gondii 1LIK (rosa). Rmsd = 1.209 A. D: AK de Schistosoma
mansoni (vermelho) e Micobacterium tuberculosis 2PKM (amarelo). Rmsd = 10.908 A.

4.8.2 Estrutura secundaria, topologia e regioes conservadas

A estrutura de AK2 ¢ composta por: 2 folhas B, 15 fitas B (sendo 10 da folha A e 5 da
folha B), 2 B bulges, 18 a-hélices (sendo 5 delas hélices 3,10), 21 interagdes entre as hélices,
16 B turns, 3 B hairpins e 4 y turns.

AK possui dois dominios caracteristicos dessas proteinas, um dominio menor
(chamado de tampa) o/f formado por uma folha com 5 fitas B (B2, B3, B4, B8, B9) e duas a-
hélice (al, a2) na parte superior desta folha expostas ao solvente. O dominio maior o/B/a €
formado por 10 fitas B, sendo 9 paralelas (B1, B5, p6, B7, p10, 11, 12, B13, B15) e 1 anti-

paralela (f14) formando uma folha na regido mais interna da proteina. As fitas  sdo rodeadas
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por 15 a-hélices (04 a al8), sendo 4 delas 3.10, expostas ao solvente lembrando um

Rossman fold [77] (Figura 34).
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FIGURA 34: A: Estrutura tridimensional de AK de Schistosoma mansoni com adenosina ¢ AMP ligados (preto).
As a-hélices do dominio tampa estdo representadas em azul claro, as fitas f em magenta e os loops em rosa. As
a-hélices do dominio maior estdo representadas em vermelho, as fitas § em azul escuro e os loops em verde. B:
Estrutura secundaria de AK em funcdo da seqiiéncia de aminoacidos gerada pelo pdb sum. As fitas f sdo
representadas por setas rosa, as a-hélices por espirais roxas com a respectiva numeragdo em cima(H1, H2...H18),
as 2 folhas B sdo classificadas como A e B, sendo essas letras colocadas acima das fitas identificando a qual
folha pertecem. Os simbolos: § - beta turn, y - gamma turn e —— - beta hairpin.
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A topologia da AK est4 esquematizada na figura.35.

FIGURA 35: Topologia de AK2 gerada pelo PDB sum. As fitas 3 sdo representadas por setas rosa, as a-hélices
em tubos vermelhos e os loops em azul. O N-terminal ¢ indicado pela letra N e o C-terminal pela letra C.

Além do enovelamento bem conservado [39], outra caracteristica marcante dos
membros da superfamilia ribokinase, a qual pertence a AK sdo duas sequéncias de
aminodacidos altamente conservadas: di-glicina (Gly63 e Gly64) posicionadas proximo ao N-
terminal e DXNGAGD (residuos de aminoacidos 296 a 302, regido de loop e inicio da a-
hélice 16) posicionada proximo ao C-terminal [78]. Estas regides conservadas sdo muito
importantes no mecanismo catalitico da enzima e podem ser visualizadas na figura 36 do
alinhamento com AK humana juntamente com outros residuos conservados

(http://espript.ibep.fr/ESPript/cgi-bin/ESPript.cgi)
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FIGURA 36. Alinhamento de AK humana e de Schistosoma mansoni em fungdo da estrutura secundaria de AK
humana. A primeira linha corresponde a estrutura secundaria formada, a segunda linha a sequéncia de
aminoacidos de AK humana e a terceira linha de Schistossoma mansoni. Os residuos brancos grifados em
vermelho s@o conservados nas duas estruturas, os em vermelho grifados em branco sdo os residuos ndo
conservados, porém similares. A quarta linha corresponde a exposi¢do dos residuos ao solvente, em azul escuro
os mais expostos, azul claro podem estar expostos ¢ branco hidrofobicos.

4.8.3 Mecanismo catalitico

Estudos cristalograficos recentes realizados na presenga e auséncia de substrato tem
revelado o mecanismo catalitico de AK. Tais estudos demonstraram que a AK pode sofrer
mudangas conformacionais durante a ligagdo do substrato, uma vez que o sitio ativo da
enzima estd localizado na interface dos dois dominios. O sitio de ligagdo de adenosina esta
situado em uma cavidade profunda coberta pelo dominio tampa ap6s a ligagdo da adenosina.
J& o sitio de ligagdo do ATP esta localizado em uma regido adjacente no dominio maior com a
ribose e os fosfatos apontanto para a adenosina. A conformagdo da estrutura chamada de
aberta ¢ encontrada para a forma apo da enzima [74,79].

Iniciando o mecanismo catalitico € proposto que a adenosina se ligue primeiro no sitio

de ligagdo da adenosina, induzindo um movimento de aproximadamente 30° do dominio
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chamado de tampa que se fecha em relacdo ao dominio maior (conformacdo pré-catalitica)
por meio dos residuos conservados Gly63 e Gly64 (loop que liga fita 4 e a-hélice4) que
funcionam como uma dobradica [74] (Figura 37). Fato que justifica a conservagao desses
residuos nessa posi¢cao e desempenhando esse papel por serem rediduos pequenos e possuirem

uma maior flexibilidade.

FIGURA 37: Estrutura tridimensional de AK2 de Schistosoma mansoni destacando os residuos conservados
Gly63 (azul) e Gly64 (vermelho) no loop que liga fita B4 e a-hélice4 e funcionam como uma dobradica
responsavel pelo movimento de 30° do dominio chamado de tampa que se fecha em relagdo ao dominio maior
apos a ligagdo de adenosina no sitio de ligacdo de adenosina.

Essa mudanga conformacional “seqiiestra” a adenosina e ao mesmo tempo inicia a
formagao do sitio de ligagdo do ATP no dominio maior. Subsequentemente o ATP se liga no
sitio de ligagdo do ATP e induz outras mudangas conformacionais locais através da molécula
de adenina e os fosfatos B e y, que criam um extenso buraco de anions formado pela regido
conservada DXNGAGD (residuos 296 a 302) que corresponde a parte de um loop e inicio da
a-hélice 16 posicionado proximo ao C-terminal (Figura 38) [74,79]. O fato dessa regido ser
bastante conservada faz todo sentido tendo em vista que o dipolo da a-hélice (positivo no N-
terminal) ajuda estabilizar as cargas negativas dos fosfatos. Portanto, na auséncia da ligagao
de ATP, essas mudancas estruturais que ocorrem posteriormente ao fechamento do dominio
tampa, ndo ocorrem mais, pois as cargas negativas do grupo fosfato ndo precisam ser

estabilizadas ¢ a reagdo catalitica ndo ocorre.
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FIGURA 38: Estrutura tridimensional de AK2 de Schistosoma mansoni destacando a regido conservada
DXNGAGD (residuos 296 a 302), regido de loop e inicio da a-hélice 16 posicionado proximo ao C-terminal.

Uma vez que a conformagdo fechada ¢ completamente alcangada, os residuos
cataliticamente importantes estdo posicionados ¢ orientados corretamente para a
transformagdo catalitica, ou seja, a transferéncia do fosfato y do ATP para a molécula de
adenosina.

E proposto que a reacio ¢ efetivamente catalisada pelo residuo Asp302
(correspondente ao residuo Asp300 na estrutura de AK humana, Figura 39), pois o grupo 5-
hidroxila da molécula de adenosina encontra-se proximo ao carboxilato (COO), sugerindo
que o carboxilato ¢ a base catalitica que deprotona a hidroxila da adenosina antes de atacar o

fosfato y do ATP [41].

= - NH2
Mg?
0 o o S
0 —0 < )
0—P P_ILR=
N S - =
f, N of ~o7livo o NN
| ,) . 0
N, N H

NH, ou ) %,
Asp300

@]

FIGURA 39: Mecanismo catalitico de AK, residuo asp300 em AK humana que tem seu correspondente na
posicdo 302 na AK de Schistosoma mansoni, este deprotona o grupo 5-hidroxila da molécula de adenosina que
ataca o fosfato y do ATP [41].
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Ao final da reagdo catalisada, temos como produtos: o AMP no sitio de ligagdo de
adenosina que recebeu um fosfato e um ADP no sitio de ligagdo do ATP que sedeu o fostato y
para a adenosina. Sendo assim, o sistema relaxa, libera 0 ADP que promove a abertura do

dominio tampa e posteriormente a liberagdo da molécula de AMP.

4.8.4 O sitio ativo

4.8.4.1 Sitio de ligacdo de adenosina

Na primeira estrutura de AK coletada (complexo ternario) no sitio de ligacdo de
adenosina encontra-se uma molécula de adenosina, Apesar da grande quantidade de AMP
(2mM) utlizada na ultima etapa de purificacdo da enzima, esta molécula ndo foi encontrada
neste sitio provavelmente devido a alta especificidade deste para a molécula de adenosina e
consequentemente alguns analogos. Portanto, a adenosina presente no sitio provavelmente ¢
proveniente do metabolismo da bactéria, uma vez que a enzima ndo foi incubada com esta
molécula.

A molécula de adenosina encontra-se estabilizada nesse sitio pelas interacdes e
ligacdes de hidrogénio que realiza com trés moléculas de agua (11, 157 e 160) e com os

residuos de aminoéacidos Asp 18, Gly 64, Asn 68, Thr 136 e Asp 302 (Figura 40).
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Adenosina (sitio de ligagdo de adenosina)
N6 H,O 11 3.22
N7 Thr136 OG1 2.82
02’ Aspl18 ODI1 2.66
02’ Gly64 N 291
03’ Aspl18 OD2 2.38
03’ Asn68 ND2 3.36
05’ Asp302 OD2 2.84
05’ H,O 157 2.82
' 05’ H,0 160 3.23

/ , e
/éAS P-302 t# ¥

FIGURA 40: Sitio de liga¢ao de adenosina na estrutura de AK2-adn-amp de Schistosoma mansoni (branco) com
adenosina (verde) ligada (vermelho) a trés moléculas de 4gua e aos residuos Asp 18, Gly 64, Asn 68, Thr 136 ¢
Asp 302. Tabela: Liga¢des de hidrogénio da molécula de adenosina no sitio de ligagdo de adenosina da AK de
Schistosoma mansoni (<3.5A).

Analisando o posicionamento da adenosina no sitio e as ligagdes de hidrogénio que
esta faz, fica coerente a observacdo de EL Kouni & Cha [28] que testaram a incorporacdo de
nove analogos de adenosina (Figura 8) e demonstraram que o S. mansoni ndo ¢ capaz de
fosforilar os analogos: sangivamicina, 3'-deoxisangivamicina e 1-metiformicina em contraste
com os outros testados. Fato esse que pode ser atribuido ao tamanho do grupo inserido na
posicdo 7 no lugar do nitrogénio da base nitrogenada, por ser muito volumoso este grupo
provavelmente se chocaria com o residuo Thr136 que estd ligado ao N7 da molécula de

adenosina com distancia de 2.82A (Figura 41).
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FIGURA 41: Sitio de ligacdo de adenosina na estrutura de AK2-AMP-adn. Posi¢cao N7 da base nitrogenada da
adenosina ligada ao residuo de aminoécido Thr136 com distancia de 2.82A.

Quando comparados os sitios de ligagdo de adenosina da AK do parasita e humana,
em relacdo aos residuos de aminoéacidos que compde cada sitio, existem algumas diferencas.
Sobrepondo essas estruturas, nota-se que estas diferem em cinco residuos de aminoacidos:
(relagdo parasita’humana) I1e38GlIn, Ala65Ser, Vall23Cys, Metl34Leu e Thrl136Ala. A
sobreposi¢ao dos sitios pode ser visualizada na figura 42, onde a estrutura da AK do parasita ¢

representada em branco e humana em verde.

FIGURA 42. Sobreposi¢ao do sitio ativo da adenosina de AK Schistosoma mansoni (branco) e AK humana
(verde). Os sitios diferem em 5 residuos de aminoacidos em relagédo ao sitio da enzima do parasita [38Q, A65S,
V123C, M134L e T136A.
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Essa diferenga de residuos resulta em um padrio ligeiramente diferente de
estabilizacdo da molécula de adenosina no sitio ativo da AK humana. Em contraste com a AK
do parasita os atomos N6 e N7 da base nitrogenada de adenosina fazem liga¢dao de hidrogénio
com a agua 11 que esta ligada ao residuo Ile 39, substituindo a ligagdo de hidrogénio que o
atomo N7 da adenosina faz com o residuo Thr 136 no parasita. Também na estrutura humana
os atomos O4” e OS5 da ribose se ligam a uma 4gua 26 e o &tomo O3 ’da ribose se liga ao N do
residuo Gly64. J& as outras ligacdes sdo conservadas em relagdo a estrutura da enzima do
parasita, inclusive de N6 com a agua 11 que corresponde a 12 na humana. Esta sobreposicao e
comparagao dos sitios de ligacdo de adenosina do parasita e humana podem ser visualizadas
na figura 43, onde a estrutura do parasita e a adenosina sdo representadas em branco, suas
ligacdes de hidrogénio e dguas em azul e a estrutura humana e adenosina em verde com

ligacdes e aguas em vermelho.

ALA-136

THR-136

ASP-300

FIGURA 43: Sobreposicdo dos sitios de ligacdo de adenosina do parasita e humana. AK de Schistosoma
mansoni representada em branco, ligagdes de hidrogénio e dguas em azul. AK humana representada em verde,
ligagdes e aguas em vermelho.
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Ja na segunda estrutura de AK coletada (complexo binario) encontra-se presente em
ambos os sitios de ligacdo, o andlogo de adenosina e inibidor de AK, a molécula de
tubercidina. No sitio de ligagao de adenosina, a tubercidina ¢ estabilizada pelas interagdes e
ligagdes com quatro moléculas de agua (29, 215, 298, 317) e com os residuos Asp 18, Gly 64,
Asn 68 e Asp 302 (Figura 44).

oI~ & .

, ( Tubercidina (sitio de ligacdo de adenosina)

N6 H,0 29 3.01
02’ Aspl8 ODl1 2.63
02’ Gly64 N 2.83
03’ Aspl8 OD2 2.51
03’ Asn68 ND2 3.20
05’ Asp3020D2  2.62
05’ H,O 215 2.84
05’ H,0 298 2.90
05’ H,O 317 3.50

Via - GLY-299 /_':“\_ (. .-

FIGURA 44: Sitio de ligacdo de adenosina na estrutura de AK2-tubercidina de Scshitosoma mansoni (branco)
com tubercidina (verde) ligada (vermelho) aos residuos Asp 18, Gly 64, Asn 68 e Asp 302. Perdendo a ligagdo
com Thr 136 pela substitui¢do do atomo de Nitrogénio por um Carbono na posi¢ao 7 em relacdo a adenosina.

Neste caso, tendo a tubercidina um atomo de Carbono no lugar do Nitrogénio na
posi¢do 7 da base nitrogenada em relacdo a adenosina, essa troca caracteriza a perda da
ligacdo de hidrogénio que a adenosina realiza com o residuo Thr136, como pode ser obervado
na figura 45 da sobreposi¢do, dos sitios de ligagdo de adenosina, das estruturas de AK-AMP-
adn (branco) com ligag¢des de hidrogénio e dguas representadas em azul e AK-tub (azul claro)

com ligacdes de hidrogénio e dguas representadas em vermelho.
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THR-136

FIGURA 45: Sobreposigdo do sitio de ligagdo de adenosina das AKs de Schistosoma mansoni. Em branco a
estrutura de AK-AMP-adn com ligagdes e aguas representadas em azul. Em azul claro a estrutura de AK-tub
com ligacdes e aguas representadas em vermelho.

Aparentemente na estrutura de AK do parasita além da agua ligada ao N6 da base
nitrogenada da adenosina, mais duas moléculas de agua ligadas ao OS5’ da ribose sdo

conservadas no sitio de ligacdo de adenosina.

4.8.4.2 Sitio de ligacio do ATP

Na estrutura de AK-AMP-adn no sitio de ligagdo de ATP encontra-se uma molécula
de AMP, provavelmente proveniente da utilizagdo desta em grande quantidade (2mM) na
segunda e ultima etapa de purificagdo da enzima. A molécula de AMP ¢ estabilizada neste
sitio pelas interag¢des e ligagdes de hidrogénio que realiza com quatro moléculas de agua (45,
64, 65 e 156) e com os residuos Thr 265 e Gly 267 (Figura 46).

Interessante observar neste caso que a base nitrogenada ndo faz nenhuma ligagdo de
hidrogénio com os residuos de aminoacidos da enzima, somente o fosfato do AMP interage

com os residuos Thr265 e Gly267, o que sugere que a AK de Schistosoma mansoni também ¢
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pouco seletiva em relagdo a base nitrogenada do substrato no sitio de ligacdo de ATP,
corroborando com a observacdo de outros pesquisadores [40] em relacdo a AK extraida de

figado de coelho.

AMP (sitio de ligagdao de ATP)
\s72 N3 H,0 64 2.65
\ | & 02’ H,0 64 2.92
= 03’ H,0 65 2.73
{
\ N ) 05’ H,0 156 3.44
\&.\ O1P H,0 45 2.91
O1P H,0 156 2.68
g 02P Thr265 OG1 = 2.64
; 02P Gly267N  3.08
291 ’ /’
B |
©

FIGURA 46: Sitio de ligagao de ATP na estrutura de AK2-adn-amp de Scshitosoma mansoni (branco) com AMP
(verde) ligado (azul) a quatro moléculas de agua e ao residuos Thr 265 ¢ Gly267.

Sobrepondo e analisando o sitio de ligacdo do ATP do parasita e o de AK humana,
duas coisas sdo importantes de se destacar: a regido mais interna do sitio ¢ bastante
conservada por ser composta pela sequéncia de residuos de aminodcidos DTNGAGD
(residuos 296 a 302) conforme descrito anteriormente. J4 a regido mais externa, exposta ao
solvente, onde se liga a base nitrogenada do ATP ¢ pouco conservada, que corresponde a uma
regido de loop que antecede a sequéncia altamente conservada.

Dentre as principais mutacdes observadas no sitio de ligagdo de ATP podemos
destacar, Lys268Arg, de forma que ambas cadeias laterais apontam para o solvente. Na
estrutura de S.mansoni a cadeia lateral do residuo Phe289 esta enterrada no sitio ativo,
enquanto que tal posicdo, na enzima humana, ¢ ocupada por um residuo de Asp288 cuja
cadeia lateral aponta para o solvente. O residuo seguinte, GIn289 cuja cadeia lateral aponta
para a regido interna do sitio, onde realiza ligacdo de hidrogénio com o substrato, ndo possui
equivalente na estrutura do parasita, esta posi¢ao ¢ ocupada pelo residuo Lys290 cuja cadeia

lateral aponta em dire¢@o ao solvente (Figura 47).
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FIGURA 47. Sobreposi¢ao do sitio ativo de ATP da AK Schistosoma mansoni (branco) e AK humana (verde).

Os sitios diferem nos principais residuos de aminoacidos em relagdo ao sitio da enzima do parasita K268R,
F289D288, Q289K290.

Soprepondo as estruturas de AK humana (verde) e AK do parasita (branco) de modo a
analisar as interagdes e ligagcdes que os substratos realizam dentro do sitio de ligacdo de ATP
fica evidente a diferenca dessas interagdes e a importancia da presenca das moléculas de agua
nesse sitio, uma vez que em ambas estruturas ndo se encontra o ATP ligado. Na humana
observa-se a presenga de uma molécula de adenosina estabilizada pela ligacdo com 7

moléculas de 4gua e somente uma ligagdo de hidrogénio com o residuo Gln 289 (figura 48).
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GLN-289

THR-265

FIGURA 48: Sobreposi¢do da molécula de AMP e adenosina, presentes no sitio de ligagdo do ATP da AK do
parasita (branco) e humana (verde) respectivamente e as ligacdes de hidrogénio que realizam. Sendo azul para
AK do parasita e vermelha para humana.

Na estrutura de AK-tub, a tubercidina ¢ estabilizada no sitio de ligacdo do ATP pelas
interagdes e ligagdes com trés moléculas de dgua, que por sua vez sdo estabilizadas no sitio

pela ligagdo com os residuos Thr 265, Arg 266, Gly 267 e Glu 287 (Figura 49).

GLY-267

Tubercidina (sitio de ligacdo de ATP)

N3 H0 72 2.54
02’ H20 72 2.95

\/)/ 03’ H,0 16 3.19
05’ H,0 18 2.93

ARG-266 /7
,‘/"\

THR-265 \\ %

VAL-286

yi

FIGURA 49: Sitio de ligagdo de ATP na estrutura de AK2-tubercidina de Scshitosoma mansoni (branco) com
tubercidina (verde) ligado (vermelho) a trés moléculas de agua ligadas aos residuos Thr 265, Arg 266, Gly 267 ¢
Glu 287.
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Apesar de a tubercidina estar estabilizada por ligagdes com moléculas de dgua no sitio
de ligagdo do ATP, sobrepondo os sitios ativos da primeira com a segunda estrutura de AK
(Rmsd = 0.178 A) nota-se que ambos os ligantes: tubercidina e AMP se ligam com o mesmo

posicionamento no sitio (Figura 50).

PHE-289

GLY-301 “

FIGURA 50: Sobreposicédo do sitio de ligacdo de ATP de AK2 ligando AMP (branco) ¢ AK?2 ligando tubercidina
(azul claro). Ambos ligantes, apesar de ligacdes diferentes encontram-se com o mesmo posicionamento dentro
do sitio.

Essas diferencas entre os dois sitios de ligagdo de AK humana e do parasita talvez

sejam significativas para o desenvolvimento de um firmaco que seja substrato desta enzima.

4.9 Teste de atividade da AK2 de Schistosoma mansoni

A atividade da enzima AK2, através da utilizacdo do ensaio acoplado com as enzimas
piruvato kinase e lactato desidrogenase, ¢ associada com o consumo de B-NADH para B-
NAD, sendo o primeiro monitorado a 340 nm. Portanto, o resultado desta analise corresponde
a observagdo de um decaimento na curva de monitoramento resultado do consumo de -
NADH. Uma vez que este s6 ¢ consumido a medida que a enzima AK produz ADP e
consequentemente dispara a reagdo acoplada, ¢ possivel relacionar esse decaimento com a
atividade da enzima.

Confirmando esse evento, a figura 51 corresponde ao grafico gerado pelo
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monitoramento da solugdo controle, ou seja, a solugdo que contém todos os componentes do
ensaio exceto a enzima AK utilizada para disparar a reag@o. O ideal nesse caso ¢ que nao haja

decaimento na curva de monitoramento, uma vez que teoricamente, essa reacao nao ocorre.

248+
247+
246

245+

Abs

244+

2434

242+

Time (min)

FIGURA 51: Analise da atividade enzimatica da enzima AK2 de Schistosoma mansoni. Grafico de absorbancia
ao longo do tempo da solugdo controle, ou seja, aquela que ndo contém enzima adicionada na reagao.

Nota-se que a solucdo controle apresenta um decaimento bastante sutil, de 2.465 a
2.458 de absorbancia, uma diferenca de 0,007.

Visando testar a atividade da enzima foram utilizadas 3 concentra¢des desta: 100 nM
(figura 52), 200 nM (figura 53) e 1uM (figura 54) para monitoramento do consumo de

adenosina.

1.45

1.4+

1.3+

1.25

Time (min)

FIGURA 52: Analise da atividade enzimatica da enzima AK2 de Schistosoma mansoni. Grafico de absorbancia
ao longo do tempo de 100nM de AK2 e 200uM de adenosina.

No primeiro grafico gerado observa-se um decaimento de 1.43 a 1.27 de absorbancia

(diferenca de 0,16) ao longo de 10 minutos, quando utilizada a concentracdo de 100nM de

86



AK2 e 200 uM de adenosina.
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FIGURA 53: Analise da atividade enzimatica da enzima AK2 de Schistosoma mansoni. Grafico de absorbancia
ao longo do tempo de 200nM de AK2 e 200 uM de adenosina.

Ja na concentra¢do de 200nM de AK2 para 200uM de adenosina o decaimento da

curva corresponde a 2.2 a 1.8 de absorbancia, uma diferenga de 0,4.
1.8
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FIGURA 54: Analise da atividade enzimatica da enzima AK2 de Schistosoma mansoni. Grafico de absorbancia
ao longo do tempo de 1pM de AK2 e 200 pM de adenosina.

Aumentando a concentragcdo de AK2 para 1uM essa diferenca na absorbancia, ou seja,
no decaimento da curva é ainda maior, uma vez que o substrato ¢ consumido mais
rapidamente. Essa diferenga foi de 1.78 a 0.78, diferenca de 1 de absorbancia.

Diante dos graficos gerados pelo monitoramento da reagdo ao longo de 10 minutos
nota-se claramente, pelo decaimento apresentado nas curvas, que a enzima AK2 esta ativa.
Fato esse ressaltado quando comparadas as curvas geradas pelas diferentes concentragdes de

enzima utilizada, o maior decaimento corresponde a maior quantidade de enzima (1uM).
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5. CONCLUSOES

No presente trabalho foi possivel a amplificagdo e clonagem em vetor de expressao
pET28a do cDNA das trés enzimas estudadas: AK1, AK2 e HGPRT, entretanto, o fato da
sequéncia de nucleotideos que codifica a enzima AKI, que estd depositada no banco de
dados, possuir um éxon a mais na regido do N-terminal, prejudicou o avanco dos
experimentos realizados com a mesma. Ja as enzimas recombinantes AK2 ¢ HGPRT foram
expressas em bactérias E. coli BL21(DE3) satisfatoriamente, sendo AK2 expressa a 37°C
durante o periodo de 4 horas e HGPRT a 18°C por 12 horas, uma vez que, apresenta-se
insoluvel quando expressa a 37°C.

Ambas as enzimas foram purificadas utilizando-se colunas de afinidade: niquel e
AMP-agarose para purificagdo de AK2 e cobalto para HGPRT. Até o presente momento a
enzima HGPRT nao foi cristalizada, fato este que remeteu a uma nova analise computacional
da sequéncia de nucleotideos que codifica a mesma e sugeriu que esta, a exemplo de AKI,
também possui um éxon a mais na regido do N-terminal.

Em contrapartida, a enzima AK2 foi cristalizada em 100mM Bis-Tris pH 6,5; 25% de
PEG3350 e 200mM de Li,SO4. Os cristais obtidos forneceram dois bons conjuntos de dados
provenientes da difracdo de raio-X. O primeiro modelo cristalografico corresponde ao
complexo ternario AK2-AMP-adenosina, com parametros Ry = 0.2078 € Rgee = 0.2488. O
segundo modelo cristalografico corresponde ao complexo binario AK2-tubercidina, com
pardmetros Ryo = 0.1967 € Rgee = 0.2475, ambos modelos com 2.3A de resolugdo e amplo
acordo com os critérios que avaliam a qualidade dos modelos depositados no bando de dados.

A conformacdo da estrutura tridimensional obtida de AK2 apresenta grande
semelhanga com as outras enzimas depositadas no bando de dados. Esta possui dois sitios de
ligacdo: um de adenosina e um de ATP, sendo que o segundo ¢ formado apds a liga¢dao da
adenosina em seu sitio que induz um movimento de aproximadamente 30° do dominio tampa
se fechando em relagdao ao dominio maior. Ambos os sitios sdo formados por regides bastante
conservadas na familia ribokinase, a qual AK pertence.

Uma comparagdo minuciosa, entre AK2 do parasita com a enzima humana,
determinou algumas diferengas que podem ser relevantes no desenho de novos inibidores. Os
sitios de ligacdo de adenosina do parasita e humana diferem em cinco residuos de
aminoacidos: I1le38GIn, Ala65Ser, Vall23Cys, Metl34Leu e Thr136Ala. J& no sitio de
ligacdo do ATP as diferencas sdo ainda maiores, onde o maior destaque ¢ a mutacdo de

GIn289 que na estrutura humana faz ligagdo com substrato por uma Lys290 no parasita cuja
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cadeia lateral aponta para o solvente e ndo para o sitio ativo. O mapeamento das ligacdes de
hidrogénio dentro da cavidade de ligagdo de adenosina e tubercidina do parasita sugere que
estas sdo bastante compativeis e conservadas, exceto pela perda de ligagdo N7 com Thrl36,
pela substitui¢do deste atomo na molécula de tubercidina por um Carbono.

O teste de atividade realizado com a enzima AK2 demonstrou que a enzima

recombinante ¢ ativa.
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6. PERSPECTIVAS

- Como perspectivas para a continuidade do trabalho destaca-se o reinicio das
atividades com as enzimas AK1 e HGPRT a partir das novas construgdes identificadas, ou
seja, amplificacdo, clonagem, expressdo, purificacdo, cristalizacdo e ensaio de atividade a
partir da nova sequéncia de cDNA de AK1 e HGPRT.

- Elaboracdo e aperfeicoamento de um protocolo para determinagdo das constantes
cataliticas de AK2, bem como ensaios de inibi¢do desta com diversos compostos.

- Cristalizagdo e obtencdo de novas estruturas cristalograficas de AK2 com outros

ligantes e inibidores.
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