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RESUMO

A tuberculose humana é uma das doencas mais preocupantes da atualidade. A cada
ano, esta patologia faz 1,7 milhdes de vitimas em todo o mundo. Além disso, de acordo
com o Ultimo levantamento da OMS, em 2009, 9,4 milhdes de individuos
desenvolveram a doenca. Baseado nesses dados, é fundamental buscar novos alvos
para combater o principal agente causador desta doenca em humanos, 0
Mycobacterium tuberculosis. A busca por novos alvos pode permitir o desenvolvimento
de drogas mais eficazes, que diminuam o tempo de tratamento da tuberculose e que
oferecam menos reacdes adversas. Uma proteina ainda ndo explorada no bacilo é a
adenina fosforibosiltransferase (APRT). Esta enzima € responsavel por catalisar uma
reacao entre PRPP e base adenina livre, para formar AMP e PP;. Sabe-se que esta
enzima tem um papel bastante importante na via de salvamento de purinas, uma rota
metabdlica dentro do metabolismo de nucleotideos. Ela ja foi estudada em diversos
organismos, incluindo seres humanos, a bactéria Escherichia coli e diferentes
eucariotos basais como espécies do género Leishmania. Este projeto tem como objetivo
caracterizar os processos bioquimicos basicos desta enzima. Para isso, 0 gene apt da
cepa laboratorial H37Rv de Mtb precisa ser amplificado por PCR e clonado em vetores
plasmidiais. A proteina entdo sera superexpressa em células de E. coli, purificada por
HPLC para remover 0s contaminantes e caracterizada por ensaios enzimaticos

utilizando um espectrofotébmetro.

Palavras-chave. Adenina fosforibosiltransferase. Tuberculose. Metabolismo de

Purinas. Mycobacterium tuberculosis.



ABSTRACT

Human tuberculosis is one of the most preoccupying diseases nowadays. Each year,
this pathology claims 1.7 million victims worldwide. In addition, according to the last
WHO survey, in 2009, 9.4 million people developed the disease. Based on this data, it
is important to search for news targets to combat the Mycobacterium tuberculosis, the
main agent that causes this disease in humans. The search for new targets allows the
development of more effective drugs, which decrease the treatment time of
tuberculosis and offer fewer adverse reactions. A protein that has not yet been
explored is adenine phosphoribosyltransferase (APRT). This enzyme is responsible for
catalyzing a reaction between PRPP and free base adenine, to form AMP and PP;. Itis
known that this enzyme has an important role in purine salvage pathway, a metabolic
way inside the nucleotides metabolism. This has been already studied in many
organisms, including humans, the bacteria Escherichia coli and many basal
eukaryotes, such as the species of the genus Leishmania. This project has the aim of
characterizing the basic biochemical process of this enzyme. To do this, the apt gene
from the Mtb H37Rv strain needs to be amplified by PCR and cloned into plasmidial
vectors. Then, the protein has to be overexpressed into E. coli cells, purified to remove

the contaminants and characterized by enzymatic assays using a spectrophotometer.

Keywords. Adenine phosphoribosyltransferase. Tuberculosis. Purine Metabolism.

Mycobacterium tuberculosis.
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INTRODUCAO

1.1A tuberculose no mundo e no Brasil

Embora a incidéncia da tuberculose humana ter diminuido no inicio do século
20, antes mesmo do surgimento das drogas anti-TB, hoje 0 nimero de pessoas
doentes e a taxa de mortalidade desta patologia tem aumentado significativamente
em todo mundo (1). Atualmente a tuberculose mata todos os anos 1,7 milhdes de
pessoas e, em 2009, o numero total estimado de casos incidentes no mundo atingiu
9,4 milhdes de individuos (equivalente a 137 casos a cada 100.000 habitantes) — um
nimero muito maior que qualquer outro periodo da historia; destes 9,4 milhdes,
aproximadamente 1,1 milh&o (12%) de pessoas eram HIV-positivos (1, 2).

Alguns fatores séo atribuidos ao retorno desta doenca na popula¢cédo, como o
aumento da resisténcia a drogas; a pandemia do HIV; o aumento de usuarios de
drogas injetaveis; as mudancas na estrutura social; o aumento de imigrantes de
paises com alta prevaléncia da doenca para paises desenvolvidos; o aumento da
longevidade da populacdo humana; a ampliacdo de ambientes com alta
aglomeracao de pessoas (prisdes, hospitais, abrigos); e também a degradacdo dos
sistemas de saude (3).

O aumento da populacdo humana compensa a pequena diminuicdo da taxa
de incidéncia da doenca, ou seja, o numero absoluto de casos de tuberculose
continua aumentando todos os anos. A maior parte dos casos estimados em 2009
esta localizada no continente asiatico (55%) e africano (30%); a regido leste do
Mediterraneo, a Europa, e as Américas possuem 7%, 4% e 3% dos casos
respectivamente [Figura 1]. india, China, Africa do Sul, Nigéria e Indonésia formam o
grupo dos cinco paises com o maior nimero de casos incidentes no mundo; a india
sozinha representa 21% de todos os casos de tuberculose no momento
(aproximadamente 1/5 dos casos), e associada a China, ambas contam com 35%
dos casos totais (2). Além disso, em 2008 foi estimado que 440 mil individuos
apresentaram multirresisténcia a drogas anti-TB (MDR-TB). Novamente, China e
india aparecem como os paises com os maiores nimeros de casos MDR-TB (50%
dos casos mundiais) (1, 2).

O Brasil faz parte dos 22 paises que correspondem a 80% dos casos mundiais

da tuberculose, sendo também priorizado pela OMS no combate a doenca. Em 2007,



72.194 novos casos foram notificados no pais (aproximadamente 38 individuos por
100.000 habitantes); estes numeros colocam o Brasil na 192 posicdo em relacdo ao
namero de casos. S&o Paulo é o estado com o0 maior nimero absoluto de ocorréncias,
enquanto que o Rio de Janeiro apresenta a maior incidéncia do pais (4). Em 2009,
aproximadamente 4.500 pessoas morreram desta doenca no pais (2, 4). De acordo
com o Portal da Saude do Ministério da Saude brasileiro, o pais reduziu de 73.673
para 70.601 no numero de casos novos da tuberculose entre os anos de 2008 e 2010.
No entanto, esta doenca ainda € a 32 causa de Obitos por doencas infecciosas entre
os pacientes HIV-positivos no pais (5).

A tuberculose humana ¢é uma doenca infectocontagiosa causada
principalmente pelo micro-organismo Mycobacterium tuberculosis, apesar de poder
ser causada com menor frequéncia pelo M. bovis e M. africanum. Apesar de atingir
paises desenvolvidos, principalmente pelo advento do HIV, a tuberculose permanece

uma doenca de pobreza, associada a desnutricdo e a superpopulagéo (1, 3).

Figura 1. Taxa estimada de casos incidentes por pais no ano de 2009.
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Fonte: WHO, 2010.
Nota: de acordo com a figura, o continente africano apresenta os paises com maior taxa de incidéncia
no mundo, seguido da Asia.

1.20 Mycobacterium tuberculosis e suas interacdes com o hospedeiro humano
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O bacilo da tuberculose € um patdgeno intracelular que utiliza os humanos
como principais hospedeiros, apesar de infectar outras espécies animais. Esta
micobactéria € aerdbica (crescendo satisfatoriamente em tecidos com alta
concentracdo de oxigénio, como os pulmdes), acidorresistente (devido ao éacido
micdlico, componente ceroso da parede celular), imovel, ndo encapsulada e néao
formadora de esporos. Se comparada a bactéria E. coli, que se multiplica a cada 20
minutos, o tempo de duplicacdo do M. tuberculosis é bastante lento, variando de 15
a 20 horas (1).

As chances de desenvolver a tuberculose ativa, ap6s inalar goticulas do ar
contaminadas com o bacilo, s&o muito baixas — aproximadamente 5% (6). No
entanto, sabe-se que aproximadamente dois bilhdes de pessoas ho mundo possuem
a infeccdo latente da doenca, na qual os individuos infectados pelo Mtb né&o
apresentam danos teciduais ou sintomas da infecgao, visto que seu sistema imune
controla a replicagéo da bactéria. Apesar de nédo transmitirem o bacilo durante esta
fase, os individuos com tuberculose latente representam uma reserva potencial da

doenca [Figura 2] (1).

Figura 2. Esquema geral da tuberculose.
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Fonte: Koul A, 2011.
Nota: enquanto que individuos sadios tém uma chance de 5% de desenvolver a doenca ativa,
portadores do HIV aumentam as chances para 50%. Além disso, o * mostra que as taxas de cura da
doenca sao altas (95%), quando o tratamento é seguido corretamente; se ndo tratada, o individuo tem
uma alta probabilidade de falecer (50%) indicada pelos **. Individuos previamente tratados, no entanto,
podem ter uma reincidéncia da doenca (5%).
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O Mtb segue uma sequéncia de eventos bastante regular no hospedeiro
humano, apesar de a infeccdo também depender da viruléncia da linhagem e da
resisténcia do hospedeiro [Figura 3] (7, 8). Um individuo sadio é contaminado com o
bacilo através da exalagcdo de goticulas no ar (aerossol) por um paciente com a
doenca ativa, as quais podem permanecer em suspensao por varias horas na
atmosfera; € necessaria apenas uma Unica bactéria para que a infeccéo tenha inicio
(7). Ao chegar aos pulmdes, a bactéria é rapidamente fagocitada pelos macrofagos
alveolares, que induzem uma pro-inflamac&o no local. Células mononucleares séo
entdo recrutadas, migrando da corrente sanguinea para o local da infeccdo. A
presenca de macrofagos infectados, circundados por macréfagos saudaveis e
também por linfécitos, cria uma estrutura bastante caracteristica da doenca, o

tubérculo ou granuloma (7).

Figura 3. Eventos da infeccéo pelo Mtb.
A) Blood vessel B)

Infected alveolar
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Fonte: Russel DG, 2007.
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Nota: A) O bacilo entra no corpo do hospedeiro pelas vias aéreas e infecta macréfagos alveolares. B)
Células mononucleadas séo recrutadas pelos macréfagos para conter a infec¢do. C) e D) Formacéo
do granuloma no pulméao do hospedeiro, constituido por macréfagos infectados, macréfagos sadios,
linfocitos. E) Caso a infec¢@o ndo seja controlada pelo sistema imune do hospedeiro, os macréfagos
rompem-se e liberam as micobactérias. F) Um dos sintomas da doenca € a tosse prolongada, a qual
serve de porta de saida para o bacilo.

Apesar da formacdo do granuloma ser uma forma de protecdo para o
hospedeiro, as micobactérias conseguem sobreviver e se desenvolver dentro dos
macrofagos alveolares (8). Alias, estudos recentes apontaram que a formacao do
granuloma faz parte de um “programa de viruléncia” do patégeno, no qual a indugéo da
formacdo desta estrutura traria vantagens ao proprio Mtb. O tubérculo oferece uma
barreira as demais células do sistema imune do hospedeiro e as drogas anti-TB, além
de fornecer o primeiro nicho intracelular para o desenvolvimento do patogeno (1).

Esta primeira fase da infeccdo € caracterizada por uma rapida replicagcdo
bacteriana dentro do granuloma, e seu término ocorre apds duas ou trés semanas,
com o surgimento de linfécitos Mtb-especificos (9). Apos esta fase, o sistema imune
do hospedeiro controla a infecgdo, mantendo um numero estavel de micobactérias
dentro dos granulomas altamente vascularizados. Nos individuos que apresentam
progressdo da doenca, a vascularizacdo no local da infeccdo diminui
progressivamente, bem como o nimero de células que penetram o granuloma. Nos
estagios finais da infec¢do, o granuloma torna-se hipoxico, induzindo a persisténcia
nao-replicativa do Mth. Caso o sistema imune ndo consiga conter a infeccdo, os
granulomas podem romper-se, liberando milhares de micobactérias viaveis na
atmosfera, auxiliadas pela tosse do hospedeiro [Figura 3] (9).

Nos ultimos anos, o Mtb tem encontrado um aliado na sua disperséo: o virus
da imunodeficiéncia humana (HIV). Individuos HIV-positivos, além de terem um
aumento no risco de reativar uma infeccao latente pela micobactéria (chegando a
50% de chance), aumentam também o risco de uma progressao rapida da doenca
apos uma nova infec¢gdo ou uma reinfeccdo pelo Mtb. A tuberculose é a patologia
gue mais causa mortes em adultos HIV-positivos de paises em desenvolvimento e, a

medida que o HIV se espalha, o Mtb também se dissemina [Figura 4] (10).
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Figura 4. Proporc¢édo dos individuos adultos portadores da tuberculose atribuidos a
infeccédo pelo HIV em cada pais.
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Fonte: Corbett EL, 2003.
Nota: de acordo com esta figura, a regido sul da Africa apresenta a maior propor¢édo de individuos
HIV-positivos que também possuem tuberculose.

1.3 Tratamento da tuberculose humana

Segundo as recomendacdes da OMS, o tratamento da tuberculose deve ser
feito de acordo com o historico da doenca no paciente, ou seja, 0S NOVOS Casos
(pacientes néo tratados previamente) possuem um tratamento diferente dos casos
reincidentes (pacientes que ja foram tratados) (1). Entretanto, ambos os tratamentos
consistes no uso combinado de farmacos anti-TB que eliminem completamente a
infeccdo pelo bacilo da tuberculose. Esta combinagcdo de drogas evita o
favorecimento de cepas resistentes a um medicamento, como, frequentemente, € o
caso dos pacientes reincidentes.

O tratamento moderno da doenca combina, primeiramente, as drogas
isoniazida, rifampicina, etambutol e pirazinamida durante seis meses. Em certos
casos, 0 paciente pode apresentar cepas resistentes a isoniazida, fazendo-se
necessario o uso de outras drogas de primeira-linha, como a estreptomicina [Figura
5]. Estas drogas de primeira-linha tém uma alta eficacia no combate ao patdgeno e
oferecem baixa toxicidade ao paciente medicado (3, 6). Quando, porém, uma
pessoa com tuberculose apresenta bacilos resistentes a alguns farmacos de
primeira-linha, faz-se necessario administrar drogas de segunda-linha [Figura 6],

como a etionamida, a cicloserina e o0 acido para-aminosalicilico, as quais
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apresentam menor eficacia no tratamento da doenca e oferecem maior toxicidade ao

paciente, em comparacao as drogas de primeira-linha (3).

Figura 5. Estrutura quimica das cinco drogas de primeira-linha.
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Fonte: Ducati RG, 2006.
Nota: estas drogas apresentam a maior eficacia no tratamento da doenca, caso o individuo nao
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Fonte: Ducati RG, 2006.

A OMS recomenda um tratamento para a tuberculose dividido em duas fases:

a fase inicial (ou de ataque) e a fase de continuacdo (ou de manutencéo). A fase

inicial tem duracéao de aproximadamente dois meses, e consiste na administracdo de

trés ou mais drogas anti-TB de primeira-linha (rifampicina, isoniazida, pirazinamida e

etambutol), permitindo uma rapida eliminacdo dos bacilos presente no corpo e

diminuindo as chances de sobrevivéncia de cepas resistentes a um determinado

farmaco (11). A fase de continuagdo da seguimento ao tratamento por mais quatro

meses, porém com menos drogas sendo administradas (geralmente isoniazida e



15

rifampicina, caso ndo haja resisténcia a um destes medicamentos), permitindo que
0s bacilos restantes sejam eliminados totalmente (11). Este tratamento consegue
curar mais que 95% das pessoas com tuberculose, caso 0 regime seja
rigorosamente seguido (6).

Em casos de pacientes com cepas resistentes a, pelo menos, isoniazida e
rifampicina, o tratamento torna-se mais complexo e demorado, visto que é
necessario combinar de oito a dez drogas numa terapia com duracdo de 18 a 24
meses. Nos casos extremos de resisténcia, em que a cepa € resistente a
medicamentos de primeira e de segunda-linha, o tratamento torna-se bem mais
limitado, resultando em um niimero maior de 6bitos (6).

Estes tratamentos seguem as recomendacdes feitas pela OMS, a qual
langou no seu Plano Global para Parar a Tuberculose (do inglés The Global Plan
to Stop TB) a estratégia do TDO — Tratamento Diretamente Observado — (do
inglés DOTS - directly observed treatment short-course). Esta estratégia procura
diminuir o nimero de pacientes contaminados e 0 surgimento de cepas
resistentes, através do acompanhamento regular dos doentes pelos profissionais
da saude para que assegurem o tratamento correto da doenca (3). Entretanto,
devido aos longos tratamentos, o TDO falha em algumas situacdes,
principalmente na regido de maior incidéncia da tuberculose - a Africa -, onde a

taxa de cura ndo chega a 75% dos casos (12).

1.4 Resisténcia do Mycobacterium tuberculosis aos farmacos anti-TB

Nas duas ultimas décadas, o mundo presenciou o recomec¢o da epidemia da
tuberculose. Este crescimento no indice de pessoas doentes deve-se a diversos
fatores, como a pandemia do HIV; o aumento de usuarios de drogas injetaveis; o
aumento da imigracdo de individuos de paises emergentes para paises
desenvolvidos; o envelhecimento da populacdo mundial; e, sobretudo, o
aparecimento das cepas de Mtb resistentes as drogas existentes anti-TB (3).

O bacilo causador da tuberculose humana tem uma resisténcia natural a
muitos antibidticos e agentes quimioterapicos, principalmente devido a sua parede
celular altamente hidrofébica. Os Unicos antibidticos atuais que conseguem
combater a micobactéria sdo a isoniazida, o etambutol, aminoglicosideos e

rifamicinas, além das fluoroquinolonas (3). No entanto, devido as mutacbes
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espontaneas que acontecem em diferentes genes do cromossomo da micobactéria,
diversas cepas do bacilo apresentam resisténcia ou multirresisténcia aos
medicamentos atuais (3, 13).

Algumas cepas de Mtb apresentam resisténcia a, pelo menos, isoniazida e
rifampicina, as quais sao responsaveis por causar a tuberculose multirresistente a
drogas (MDR-TB). Outras cepas apresentam uma resisténcia ainda mais acentuada, as
guais sao resistentes a rifampicina e isoniazida, qualquer fluoroquinolona, e uma de trés
drogas injetaveis, como a capreomicina, a canamicina e a amicacina, causando a
tuberculose extensivamente resistente a drogas (XDR-TB) (13). Estas cepas
multirresistentes surgem, de forma espontanea, em pacientes com a tuberculose ativa,
sendo selecionadas devido a uma presséo seletiva pelas drogas (13).

Trés fatores contribuem positivamente para o aparecimento das cepas
resistentes. O primeiro deles € o longo periodo de tratamento da doenca, que dura
aproximadamente seis meses. O segundo € os efeitos indesejaveis que o0s
medicamentos podem trazer aos pacientes, mesmo aqueles considerados de
primeira-linha, como a isoniazida. Por ultimo, o desaparecimento precoce dos
sintomas da doenca, que ocorre apds quatro ou seis semanas do inicio do
tratamento (14). Juntos, estes fatores levam os pacientes doentes a acreditar que a
doenca tenha sido combatida, e, consequentemente, a abandonar o tratamento,
apesar de os bacilos ndo terem sido totalmente eliminados. Caso algum bacilo
sobreviva no corpo do paciente, este podera dar origem as cepas resistentes aos

farmacos (14) [Figura 7].
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Figura 7. Esquema de como ocorrem o surgimento de cepas resistentes aos medicamentos
anti-TB.

Mutantes resistentes a drogas em ) L
uma larga populacic bacteriana Monoterapia: bactéeria isoniazida-
resistente se prolifera

lsoniazida

lzoniazida
Rifampicina

Mutantes izoniazida-monoresistentes  Bactéria izoniazida-rezistente se

zdo eliminados com a adicdo de multiplica a =10 & surgem cepas
rifampicina, mas o mutantes resistentes a rifampicina per
rifampicina-resistentes proliferam-se.  muta cies espontineas

MOR-TB

Fonte: Adaptado de Gandhi NR, 2010.
Nota: | = isoniazida. R = rifampicina. P = pirazinamida. IR = rifampicina-resistente.

Atualmente o tratamento das cepas MDR-TB leva de 18 a 24 meses para ser
concluido e requer uma combinacdo de oito a dez drogas, das quais apenas quatro
foram desenvolvidas para tratar a tuberculose de fato (6). J& as cepas XDR-TB séo
mais dificeis de serem eliminadas, devido a sua vasta resisténcia aos antibioticos
atuais. Além de né&o possuirem uma alta eficacia no combate a MDR-TB e a XDR-
TB, os medicamentos utilizados para tratar as cepas resistentes trazem diversos
efeitos colaterais aos pacientes, como nefrotoxicidade, ototoxicidade,

hepatotoxicidade e disglicemia (6).

1.5 Desenvolvimento de novos farmacos anti-TB

As drogas que sdo usadas em tratamentos clinicos, em sua maioria, podem
agir de duas formas diferentes: interferindo na interagdo entre um componente no
corpo (agonista) e seu sitio de agéo (receptor), como 0s receptores antagonistas; ou,
interferindo no funcionamento de uma determinada enzima, importante para

sobrevivéncia de um parasita causador de uma doenca, por exemplo, como 0s



18

inibidores de enzimas, bastante visados atualmente para o desenvolvimento de
farmacos (15).

As enzimas tém a propriedade de catalisar reagdes quimicas, sem que elas
proprias sejam alteradas. Elas sé&o consideradas os catalisadores mais poderosos e
seletivos ja conhecidos. Para isso, uma enzima (E) precisa formar um complexo
inicial (ES) com seus substratos (S) no seu proprio sitio ativo. Este complexo ira
formar, através da catalise enzimatica, um produto (P), que pode ser formado direta

ou indiretamente, atraves de estagios intermediarios (15, 16) [Figura 8].

Figura 8. Esquema representativo de como ocorre a catélise enzimatica.
- k.
a) E+S= ES —si— E + produto

Complexo enzima-substrato

by E+S=ES—2> E’'  +P —3E+P,
intermedidrio

Fonte: Adaptado de Smith HJ, 2006.
Nota: catélise direta (a) e indireta (b). O simbolo k. indica a velocidade constante em que as
moléculas de substrato sdo processadas por moléculas de enzima a cada segundo, enquanto que Kk,
e ks indicam as taxas constantes da formac&o e quebra da molécula intermediaria.

Células procaridticas e eucariéticas utilizam milhares de enzimas diferentes
envolvidas nas mais diversas rotas metabdlicas, cada uma catalisando uma
determinada reacdo quimica e formando um metabdlito final. Quando uma enzima
para de funcionar, os substratos utilizados por ela podem acumular dentro da célula,
e, consequentemente, os seus produtos deixam de ser produzidos. Isso acontece,
por exemplo, quando inibidores enzimaticos s&o utilizados como farmacos para
combater uma determinada doenca. A interrupcdo de uma enzima diminui ou
interrompe completamente a formagao do seu produto, o que pode comprometer a
sobrevivéncia do organismo afetado (15).

Uma das formas de se identificar um alvo enzimatico para uma doenca ou
infeccdo é estudar as vias metabdlicas do organismo de interesse nas quais esta
enzima participa. Estes estudos visam o levantamento de dados sobre a enzima,
como suas constantes cinéticas, sua forma tridimensional e sua seletividade, para
gue um inibidor enzimatico especifico possa ser desenhado para esta molécula (14,

17). Conhecer detalhadamente n&o s6 as velocidades das rea¢des quimicas de uma
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enzima purificada com seus substratos, mas também com diferentes concentracdes
do produto, ou na presenca de inibidores e ligantes reguladores, € de extrema
importancia para compreender a biogquimica de uma enzima (16). Muitos estudos
atuais sobre tuberculose procuram identificar enzimas-alvo do Mtbh que possam
comprometer a sobrevivéncia do bacilo, caso um inibidor enzimatico seja
administrado (14, 17).

Na tentativa de controlar a expansdo da epidemia da tuberculose no mundo,
h4a uma urgéncia no desenvolvimento de novas drogas anti-TB. Estes novos
farmacos devem cumprir alguns requisitos para que possam ser eficazes no
tratamento da doencga, como: diminuicdo do tempo de tratamento; capacidade de
atingir cepas MDR e XDR; simplificacdo do tratamento, através da reducdo das
pilulas diérias; e capacidade de ser coadministrados com drogas anti-HIV (6). No
entanto, devido a economia desfavoravel e a falta de incentivos governamentais, o
desenvolvimento de novos farmacos ainda € um desafio para os pesquisadores.
Durante os ultimos 20 anos, aproximadamente 1.200 novas drogas foram aprovadas
para serem comercializadas. Contudo, menos que 1% era destinado ao combate de
doencas infecciosas encontradas predominantemente em paises em
desenvolvimento (18). A rifampicina, descoberta em 1963, foi a ultima droga
aprovada para TB gque apresentou um novo mecanismo de acao (6).

O aumento do crescimento das cepas MDR-TB em alguns paises tem
impulsionado as pesquisas relacionadas as drogas anti-TB. Isto porque, 0s
pacientes que exibem resisténcia sdo tratados com drogas de segunda-linha, que
além de serem mais caras, apresentam menor eficacia (18). No entanto, apesar de
os medicamentos anti-TB serem necessérios para combater a doenga, novas drogas
sozinhas ndo conseguiréo resolver o problema, caso 0s programas governamentais
nao sejam modificados (18).

O sequenciamento do genoma do Mtb permitiu avancos na descoberta de
novos alvos para combater a doenca (6, 19). No entanto, o sucesso na identificacdo
de novos candidatos a drogas, baseado no estudo do genoma, ainda é baixo, em
parte pela dificuldade em identificar inibidores especificos (6). Além disso, 0s
inibidores enzimaticos devem ser capazes de atravessar facilmente a parede celular
altamente impermeavel da micobactéria, o que dificulta ainda mais o

desenvolvimento de um farmaco (6).
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1.6 Via de salvamento de purinas como alvo para o desenvolvimento de drogas
anti-TB

O estudo da bioquimica basica de um organismo patogénico é o primeiro
passo para o desenvolvimento de novas drogas contra uma determinada
enfermidade (17). Isto porque, na maioria dos casos, é necessario que se faca uma
comparacao entre os componentes celulares do hospedeiro e do organismo invasor,
para que seja evitada uma reacdo adversa do individuo tratado com a nova droga.
Uma rota bioguimica bastante visada por muitos grupos de pesquisa é o
metabolismo dos nucleotideos purinicos e pirimidinicos, devido a sua importancia
nos processos celulares na vida de todos os seres vivos (14, 17).

Os nucleotideos sdo compostos formados por um anel que contém um
nitrogénio (a base) ligado a um acgucar de cinco carbonos, o qual carrega um ou
mais grupos fosfato. O agucar pode ser tanto uma ribose, no caso dos
ribonucleotideos, quanto uma desoxirribose, no caso dos desoxinucleotideos (16).
As bases nitrogenadas que derivam de um anel com seis &omos sédo conhecidas
por pirimidinas, como a citosina (C), a timina (T) e a uracila (T). As bases que
possuem um segundo anel, de cinco membros, ligado ao anel de seis atomos, séo
conhecidas por purinas, como a guanina (G) e a adenina (A) (16). Os nucleotideos
desempenham diversas funcbes dentro da célula, tais como armazenar e
disponibilizar a informagéo bioldgica; construir os &cidos nucléicos, como o &cido
ribonucleico (RNA) e o acido desoxirribonucleico (DNA); e atuar como carreadores

de energia de curto prazo, como o trifosfato de adenosina (ATP) [Figura 9] (16, 17).

Figura 9. O nucleotideo trifosfato de adenosina.

" 4:'(,51 \g,( g H

OH OH

A e (8)

Fonte: Alberts B, 2010.
Nota: estrutura quimica (A) e representacao tridimensional (B) da molécula de trifosfato de adenosina,
um nucleotideo usado como carreador de energia. Os nucleotideos possuem na sua composicado
uma base nitrogenada e uma molécula de trifosfato ligado a uma pentose.
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Em 1994, o Instituto Nacional de Alergia e Doencas Infecciosas dos EUA
lancou um programa de incentivo a pesquisa de novas drogas anti-TB, o qual
revelou diversos analogos de purinas que tinham seletividade contra componentes
do bacilo da tuberculose (17). Este fato mostrou que as enzimas envolvidas no
metabolismo das purinas podem servir de alvos para o desenvolvimento de novos
farmacos com uma alta seletividade.

A formac&o dos nucleotideos purinicos pode ocorrer através de uma rota
biogquimica chamada de via de salvamento de purinas [Figura 10], na qual bases
purinicas livres e nucleosideos sdo convertidos em seus respectivos nucleotideos;
ou através da rota de novo, na qual os nucleotideos sdo formados a partir de
precursores simples. Os nucleotideos AMP, GMP e IMP, por exemplo, podem ser
formados a partir das bases livres adenina, guanina e hipoxantina, respectivamente,
narota de salvamento (14).

Sabe-se que o metabolismo de purinas esta presente tanto em seres
eucarioticos quanto em seres procariéticos, incluindo o Mtb, que expressa as
enzimas de ambas as vias metabodlicas (14). Nao esta bem claro como a
micobactéria alterna entre as duas vias; porém, acredita-se que em situacdes de
baixa energia disponivel ou de rapida multiplicacdo, o bacilo utilize a via de
salvamento para manter a disponibilidade de nucleotideos (14). Além disso, sabe-se
gue o bacilo utiliza esta via quando absorve hipoxantina, guanina e adenina do meio

externo, convertendo-os nos respectivos nucleotideos (14).
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‘Figura 10. Via de salvamento de purinas do Mtb.
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Fonte: Ducati RG, 2011.
Nota: nesta via encontra-se a APRT, uma enzima importante na reciclagem das bases adeninas livres
para formar AMP.

Informacdes relativas ao metabolismo de purinas do Mtb ainda séo escassas,
devido a pouca exploracdo desta via para o desenvolvimento de drogas. No entanto,
o entendimento das enzimas envolvidas nesta rota pode levar a identificacdo de
analogos de nucleosideos, que poderiam diminuir a viabilidade do patégeno ou até
mesmo elimina-lo do hospedeiro (14). S&o exemplos das enzimas da via de
salvamento de purinas a adenosina deaminase (EC 3.5.4.4, add, Rv3313c), a
adenosina quinase (EC 2.7.1.20, adoK, Rv2202c), a 5-nucleotidase (EC 3.1.3.5,
Rv2232), a hipoxantina-guanina fosforibosiltransferase (EC 2.4.2.8, htp, Rv3624c), a
adenina fosforibosiltransferase (EC 2.4.2.1, apt, Rv2584c), a purina
nucleosideofosforilase (EC 2.4.2.1, deoD, Rv3307), a purina nucleosidase (EC
3.2.2.1, iunH, Rv3393), a inosina monofosfato dehidrogenase (EC 1.1.1.205,
guaB2 ,Rv3411c), a adenilsucinato sintase (EC 6.3.4.4, purA, Rv0357c), a adenilo-
sucinatoliase (EC 4.3.2.2, purB, Rv0777), a guanilato quinase (EC 2.7.4.8, gmk,
Rv1389), a adenilato quinase (EC 2.7.4.3, adk, Rv0733) e a guanosina monofosfato

sintase (EC 6.3.5.2, guaA, Rv3396c¢) (14) [Figura 10].
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1.7 Adenina fosforibosiltransferase (APRT)

Em mamiferos e em outros organismos, existem enzimas que participam da via
de salvamento de bases, reciclando bases purinicas pré-formadas para que sejam
utiizadas no metabolismo celular destes seres. Esta via funciona principalmente
durante periodos de rapido crescimento, como, por exemplo, na reproducdo
assexuada, na embriogénese e na proliferacdo tumoral (20, 21). Algumas destas
enzimas fazem parte da familia do tipo | das fosforibosiltransferases (PRTs), as quais
realizam a catélise reversivel da transferéncia de um grupo fosforibosil do composto
fosforibosilpirofosfato (PRPP) para uma base purinica livre, como a adenina, a
guanina, a hipoxantina e a xantina. Esta catalise requer um ion metdlico divalente,
geralmente Mg?* ou Mn?*, o qual se liga préximo ao sitio ativo das PRTs tipo | (20,
21). Sabe-se que o PRPP é o primeiro substrato a se ligar as fosforibosiltransferases,
seguido da base livre, e que o primeiro produto a se desprender apés a reacao
enziméatica é o pirofosfato (PP;), antes do nucleotideo formado (20).

As PRTs compartilham na sua estrutura uma regido central composta por pelo
menos cinco folhas-B paralelas, cercadas por trés ou mais hélices-a. Esta regido
central possui uma sequéncia conhecida como o motivo de ligagdo do PRPP a-D-5-
fosforibosil-1-pirofosfato, o qual é responséavel por ligar o anel da ribose e o 5-
fosfato do PRPP na enzima. Além disso, estas enzimas possuem um lago flexivel
dentro da sequéncia central, que fornece uma protecdo ao sitio ativo durante a
catalise (21). As PRTs | possuem também uma regido estruturalmente variavel, que
faz o reconhecimento inicial da base e a definicdo da especificidade pelo substrato,
chamada de “capuz’. O sitio ativo destas enzimas fica entre a regido central da
enzima PRT e aregido do capuz (21).

Uma das enzimas PRTs que contribui na via de salvamento de bases
purinicas, através da sintese de adenosina monofosfato (AMP), é a adenina
fosforibosiltransferase (14, 20). A APRT, também conhecida como AMP difosfosfato,
AMP pirofosforilase ou transfosforibosidase, € uma enzima responsavel por reciclar
bases adeninas livres através da formacdo de AMP. Esta reacdo é reversivel e
depende da ligacdo do metal Mg®* para acontecer, como ocorre nas demais PRTs
[Figura 11] (22). Esta enzima é encontrada em diversos organismos vivos, como

bactérias (Escherichia coli, Mycoplasma mycoides, Mycobacterium tuberculosis),
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eucariotos basais (género Leishmania, Saccharomyces cerevisiae, Giardia lamblia) e
mamiferos (Homo sapiens, Mus pahari), sendo que apenas as APRTs de L.
donovani, S. cerevisiae e G. lamblia tiveram suas estruturas cristalograficas
determinadas (22, 24).

As enzimas APRTs sao subdivididas em dois grandes grupos: as APRTSs-
curtas (humana, S. cerevisiae, E. coli), as quais contém na sua estrutura primaria de
120 a 180 aminoéacidos; e as APRTs-longas (Leishmania sp., M. tuberculosis), as
guais possuem uma extensdo C-terminal de 50 aminoacidos, totalizando 230

aminoacidos aproximadamente (14).

Figura 11. Reacdo enzimatica realizada pelas enzimas APRTSs.
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Fonte: Adaptado de Phillips CL, 1999.
Nota: os substratos da enzima sdo a adenina e o PRPP, enquanto que os produtos formados na
catalise séo 0 AMP e o PP;. Esta reacdo depende do Mg2+ para acontecer.

Sabe-se que o bacilo da tuberculose utiliza tanto a via de novo quanto a via
de salvamento de purinas no seu metabolismo, na qual a APRT participa. Contudo,
acredita-se que em situacdes de baixa energia disponivel ou de rapida multiplicacéo,
0 bacilo utilize as enzimas da via de salvamento para manter o fornecimento de
nucleotideos, principalmente quando h4 uma alta absor¢cao de bases livres do meio
externo (14). Esta via metabdlica de Mtb ainda é pouco explorada com relagcdo ao
desenvolvimento de novas drogas anti-TB, visando principalmente o combate as
cepas resistentes.

Com base nestas informacdes, torna-se importante o estudo de uma das
enzimas ainda nao explorada do bacilo, supostamente envolvida na via de
salvamento de purinas: a APRT de Mtb. De acordo com a base de dados
TubercuList, a MtAPRT (Rv2584c) € codificada a partir de um gene ndo-essencial
apt com 672 pares de base. A enzima possui 223 aminoacidos, totalizando
23.155,60 Da de peso molecular, e um ponto isoelétrico (pl) de 10,13 (25). Baseado

nas homologias das sequéncias com as APRTs de outros organismos e na
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conservacao da funcdo desta enzima ao longo da evolucdo, a MtAPRT também
deve catalisar a reacdo mostrada na Figura 11.

Visto que os estudos desta enzima visam o desenvolvimento de inibidores
para a mesma, faz-se necessario comparar a MtAPRT com a APRT humana, com a
finalidade de verificar principalmente a diferenca entre elas. Seres humanos
apresentam duas isoformas da enzima APRT, codificadas pelo mesmo gene aprt, 0
gual sofre um processo de splicing. Uma delas — a isoforma curta — apresenta 134
aminoacidos, enquanto que a outra — a isoforma longa — possui 180 aminoéacidos.
Sabe-se até 0 momento que estas duas enzimas apresentam 29% e 42% de
identidade com a MtAPRT, respectivamente. Os estudos da APRT da micobactéria
poderdo revelar novas caracteristicas desta enzima, a fim de se desenvolver um

farmaco eficiente que néo interaja com as proteinas do hospedeiro (14).
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Caracterizar bioquimicamente a enzima adenina fosforibosiltransferase

(APRT) de Mycobacterium tuberculosis.

2.2 Objetivos especificos

e Estabelecer um protocolo de amplificacdo para o gene apt da cepa
H37Rv de Mtb;

e Estabelecer protocolo de expresséao e purificagdo da enzima MtAPRT;

e Determinar a identidade da proteina MtAPRT na sua forma homogénea;

e Testar a atividade enzimatica da proteina MtAPRT;

e Obter as constantes cinéticas da enzima MtAPRT:;
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3 METODOLOGIA

3.1 Local e Duracgéo

Este projeto sera desenvolvido no Centro de Pesquisas em Biologia Molecular
e Funcional (CPBMF) do Instituto de Pesquisas Biomédicas da Pontificia
Universidade Catélica do Rio Grande do Sul — PUCRS. O periodo de execucao

deste projeto é de dois anos (24 meses).

3.2 Desenho de primers e amplificagdo do gene apt

Baseado na sequéncia gendbmica publicada da cepa H37Rv de
Mycobacterium tuberculosis (19), um par de oligonucleotideos de DNA (primers)
sera desenhado. Cada primer sera complementar a regido 3’ de cada fita da dupla-
hélice, correspondente ao gene apt de Mtb (Rv2584c) (25, 26). Além disso, 0s
primers possuirdo duas sequéncias de nucleotideos upstream, que servirdo como
sitios de ligacdo para enzimas de restricdo. O desenho dos oligonucleotideos sera
feito com o software Oligo Perfect™ Designer, procurando-se manter uma alta
especificidade e eficiéncia dos primers (27).

Estes oligonucleotideos sintéticos serdo usados numa Reacdo em Cadeia da
Polimerase (PCR, do inglés polymerase chain reaction), a qual permitirdA uma
amplificagcdo rgpida do gene apt (16, 28). Além dos primers sintéticos e do genoma
do Mtb, serdo necessarios dNTPs, DMSO, MgCl, e a Pfu DNA Polimerase, que
permite uma alta fidelidade na amplificagcdo, devido, em parte, a sua atividade de
exonuclease 3’->5’ para autocorregao (29). A adicdo de determinados compostos,
como o DMSO, pode aperfeicoar a PCR, e, por isso, serdo realizadas trés reacdes
distintas, variando-se a concentracao deste composto entre 0, 5 e 10% (30, 31).

A amplificacdo do gene apt serd confirmada com eletroforese em gel de
agarose 1%, contendo brometo de etidio, e com o auxilio de um marcador de DNA
de 1 kB (16, 28). Apés este procedimento, a banda correspondente a amplificacao
(672 pb) sera removida do gel e purificada, utilizando-se o kit comercial de

purificacdo de gel para a extracdo de DNA Quick Gel Extraction (Invitrogen) (26).
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3.3 Clonagem e subclonagem do gene apt purificado em vetores plasmidiais

Depois de estabelecer o protocolo de amplificacdo, o gene apt amplificado
sera ligado ao vetor plasmidial pCR-Blunt® (Invitrogen), com a finalidade de clonar
esta sequéncia de DNA em células bacterianas, aumentando ainda mais o niamero
de coépias do gene [Figura 12-A] (32, 33). Esta ligacao sera feita utilizando-se o kit de
ligacdo do pCR-Blunt® (Invitrogen). O vetor recombinante (pCR-Blunt::apt) sera
inserido em células bacterianas de uma cepa de Escherichia coli eletrocompetente
(DH10B) por eletroporacdo. Estas células transformadas serdo primeiramente
cultivadas em meio de cultura Luria-Bertani (LB) sdélido em placa de petri, contendo o
antibidtico canamicina, por aproximadamente 16 horas e sob uma temperatura de
37°C (26). O antibidtico canamicina sera adicionado ao meio de cultura para impedir
gue as ceélulas sem o vetor recombinante se multipliquem, visto que o pCR-Blunt
possui um gene de resisténcia a este antibiotico (32, 33).

Uma das coldnias bacterianas formadas na placa sera selecionada para ser
cultivada em meio de cultura LB liquido em um erlenmeyer, também contendo o
antibidtico canamicina. Estas células ficardo sob agitacdo em um shaker a uma
temperatura de 37°C por aproximadamente 16 horas. ApOs este procedimento, as
células recombinantes serdo retiradas do meio de cultura, por centrifugacéo, e o
plasmideo recombinante serd extraido através do kit de purificacdo Qiaprep Spin
Miniprep (QIAgen) (32).

O vetor plasmidial contendo o gene sera digerido pelas duas enzimas de
restricdo que possuem sitios de ligacdo no gene apt. Este procedimento ira desligar
o vetor plasmidial do gene, para que ele possa ser ligado a um vetor plasmidial de
expressédo (subclonagem). Apos a digestéo pelas enzimas, o gene sera separado do
vetor atraves de eletroforese em gel de agarose 1%, contendo brometo de etidio, e
removido do gel, utilizando-se novamente o kit de purificacdo de gel Quick Gel
Extraction (Invitrogen) (32).

O gene purificado sera submetido a uma segunda ligacdo em um vetor
plasmidial. Este segundo plasmideo — pET-23a(+) (Novagen) - terd a funcéo de
expressar a proteina codificada pelo gene apt (26, 33). Os procedimentos
necessarios para realizar a ligacdo do gene ao vetor de expressdo e para extrair o

novo plasmideo recombinante das células bacterianas sdo os mesmos descritos
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anteriormente para o vetor de clonagem, com a excecdo do antibiético utilizado;
diferentemente do primeiro vetor, o pET-23a(+) oferece resisténcia a ampicilina (26).

Uma amostra do plasmideo purificado (pET-23a(+)::apt) sera digerida com
duas enzimas de restricdo, para que seja confirmada a ligacdo do gene ao vetor

plasmidial utilizando-se um gel de agarose 1% com brometo de etidio.

Figura 12. Utilizagcdo de plasmideos bacterianos para a expressao de proteinas.
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Fonte: Alberts B, 2008.
Nota: este esquema mostra de maneira simples como € feita a ligacdo de um gene recombinante
num plasmideo bacteriano. A) O plasmideo precisa ser aberto com enzimas de restricdo para criar
extremidades coesivas, as quais vao se ligar a sequéncia do gene que também possui os sitios de
ligacdo para as mesmas enzimas. B) O plasmideo recombinante € inoculado em células de E. coli,
para que a proteina seja superexpressa.

3.4 Determinacao da identidade e integridade do gene apt por sequenciamento

A amostra contendo o pET-23a(+)::apt sera quantificada com o auxilio de um
espectrofotdmetro, visto que € necessaria uma concentragdo minima do vetor
plasmidial recombinante para que sua sequéncia seja analisada. ApOs esta
guantificacdo, uma aliquota seré enviada ao Centro de Biotecnologia da Universidade
Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS) para que seja realizado o sequenciamento

automatizado de DNA por fluorescéncia (26). Este procedimento confirmara a
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identidade e a integridade do gene clonado, verificando-se a auséncia de mutacdes na

sequéncia nucleotidica, para que os testes de expressao possam ser iniciados.

3.5 Superexpressao da enzima APRT de Mtb em células de E. coli

Apbs a confirmacgao da sequéncia génica, serdo iniciados os testes de expressao
da enzima MtAPRT. Estes testes serdo realizados em diferentes cepas de E. coli
disponiveis no CPBMF, a fim de aumentar as chances de expressdo da enzima. A E.
coli é escolhida como hospedeira para a producao de proteinas heterélogas devido a
sua facil manipulacao, rapido crescimento e ao fato de que muitas proteinas estranhas
sdo bem toleradas e podem ser superexpressas pela bactéria (32).

As células de uma determinada cepa de E. coli serdo submetidas a
eletroporacédo, para que incorporem o plasmideo recombinante pET23a(+)::apt
[Figura 12-B]. Este vetor utiliza promotores induzidos pelo composto IPTG (do inglés
isopropyl-B-D-thiogalactoside), os quais expressam proteinas em niveis que
superam 30% da massa total das proteinas bacterianas (32). Estas células seréo
primeiramente incubadas em dois erlenmeyers contendo meio LB liquido, os quais
ficardo sob agitacdo em shaker (180 rpm), a 37°C, até que atinjam uma OD entre 0,4
e 0,6 (26, 33). Ap6s atingirem a densidade esperada, sera adicionado a um dos
erlenmeyers o composto IPTG, que tera a funcéo de induzir a expressao dos genes
plasmidiais. As células do segundo erlenmeyer ndo serdo induzidas por IPTG, visto
gue em alguns casos ha superexpressdo da proteina sem a necessidade deste
composto toxico as células (26, 33). As células ficardo sob agitacdo por
aproximadamente 24h. Serdo realizadas, pelo menos, cinco coletas em diferentes
periodos (3, 6, 9, 12 e 24h), para verificar em quais momentos ha superexpressao
da enzima. Estas aliquotas serdo armazenadas a -20°C. Um controle negativo do
teste sera feito conjuntamente, no qual célula da mesma cepa escolhida para o teste
serdo eletroporadas para incorporarem um plasmideo sem o gene apt (33).

Apos todas as coletas terem sido concluidas, as células serdo rompidas por
ultrassom e centrifugadas, para separar as fracdes sollveis e insollveis da amostra.
A confirmacéo da superexpressao da MtAPRT (23,1 kDa) sera feita pela separacao
por tamanho por eletroforese vertical em SDS-PAGE de ambas as fragbes, no qual

também sera verificado se a proteina esta na por¢cdo sollvel ou insolavel (16, 26,
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33). Para que sejam iniciados os procedimentos da purificacdo da proteina, é
essencial que a mesma nao esteja agrupada em corpos de inclusdo (34). Apés a
confirmacao da superexpressdao da MtAPRT, a banda correspondente a proteina
sera recortada do gel e sera submetida a um protocolo de purificagdo do gel para ser
analisada em espectrometria de massa. Este procedimento permitirAd confirmar a
identidade desta banda, através da comparacao dos peptideos que formam esta

proteina com a sequéncia da base de dados (35).

3.6 Purificacdo da enzima APRT soluvel de Mtb

Depois de estabelecer o protocolo de expressao para a MtAPRT na fragcao
soluvel, serdo iniciados os testes de purificacdo desta enzima. Para isso, as células
serdo cultivadas em maior escala. Apos todos os procedimentos para o crescimento
celular e para a superexpressdo da MtAPRT, as células serdo rompidas por
ultrassom e centrifugadas, para que a fracdo soluvel seja separada da fracéo
insoltvel (26, 36).

A amostra contendo a MtAPRT sera submetida a técnica de cromatografia
liquida de alta performance (HPLC) usando o sistema Akta Purifier (GE Healthcare).
Serdo testadas as colunas [Figura 13] disponiveis no CPBMF, as quais contém uma
matriz solido porosa por onde a amostra ird passar (16, 36). Esta técnica permite a
separacao da proteina dos demais contaminantes pela sua carga (cromatografia de
troca i6nica), sua hidrofobicidade (cromatografia hidrofobica), seu tamanho
(cromatografia de filtragcdo em gel) ou sua capacidade de se ligar a determinadas
moléculas em particular (cromatografia de afinidade) (16, 36).

A amostra eluida de cada coluna sera analisada em SDS-PAGE, para que seja

estabelecido o protocolo de purificagdo da MtAPRT na sua forma homogénea e ativa.
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Figura 13. Representacédo das colunas cromatograficas utilizadas na purificacdo de proteinas.
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Fonte: Adaptado de Alberts B, 2010.
Nota: as colunas cromatograficas permitem a remocédo de diversos contaminantes, liberando apenas
a proteina purificada. Cada coluna possui uma caracteristica diferente, de maneira que seja possivel
escolher a forma como a coluna vai interagir com a proteina.

3.7 Quantificacdo da MtAPRT homogénea pelo método de Bradford

A guantificacdo da enzima MtAPRT sera feita com o kit Bio-Rad Protein Assay
(BIORAD), baseado no método de Bradford e com o auxilio de um
espectrofotdmetro (26, 37). Este método utiliza BSA para gerar uma curva padréo, a
gual sera usada para quantificar a amostra contendo a enzima. Este procedimento
fornecera o valor da concentragcdo de proteina homogénea obtida da purificagéo,

gue sera usado nos calculos dos ensaios enzimaticos.

3.8 Teste de atividade enzimatica e determinacédo das constantes cinéticas

Os ensaios enzimaticos serdo realizados de acordo com a reacao descrita
pela literatura para as enzimas APRTs [Figura 11]. Em uma cubeta de quartzo
(caminho o6tico de 1 cm) serdo adicionados os substratos PRPP e a base adenina
livre, além de cloreto de magnésio (MgCl,). O tampao utilizado na reacédo sera o

Tris-HCI, pH 7,5, mantido a uma temperatura de 37°C. O volume final desta reacao
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sera de 0,5 ml. Por ultimo sera adicionada a MtAPRT homogénea, a qual daré inicio
a reacao. O espectrofotdmetro UV-2550 UV/Visible spectrophotometer (Shimadzu) e
o software SIGMAPIot 9.0 serdo utilizados para medir a conversdo de adenina em
AMP num comprimento de onda de 256 nm (Ae = 2.13 mM™* cm™) (22, 23).

Os ensaios enzimaticos fornecerdo os parametros cinéticos aparentes do
estado-estacionario, como o K, para a adenina e para o PRPP, que indica a
concentracdo de substrato que permite que a reacdo alcance a metade de sua
velocidade méaxima (um indicador da afinidade da enzima pelos seus substratos), e a
Vmax, 0 qual mostra a velocidade maxima que a enzima pode atingir para converter
seus substratos em produtos. Os ensaios serdo realizados variando-se a
concentracdo de um dos substratos (adenina ou PRPP) e fixando a concentracéo
saturante do outro. O K, € numericamente igual a concentragdo do substrato [S]
guando a velocidade esta na metade do maximo alcancavel (V = 0,5 Vmax) (16, 38).

A constante de inibicdo (Kj) para o produto AMP contra o PRPP sera
encontrada através de uma reacdo em que se mantém a adenina constante numa
concentragcdo nao saturante, enquanto que se varia a concentracdo do PRPP e do
AMP. Para determinar o K; e o tipo de inibicdo contra a adenina, mantém-se o PRPP
constante numa concentragdo nao saturante, enquanto que se varia a concentracéo
da adenina e do AMP. Para realizar este tipo de reacado, a concentracdo da enzima
deve ser mantida constante (38).

A estabilidade térmica da enzima também sera determinada. Para isso, a
MtAPRT purificada sera aquecida na auséncia de substratos de 5 a 10 minutos,
resfriada no gelo e posteriormente ensaiada com seus respectivos substratos numa
temperatura de 37°C (38). Além disso, a enzima sera colocada a diferentes
temperaturas (-80°C, -20°C, temperatura ambiente) em diferentes periodos de
tempo (1 dia, 1 semana, 1 més) para que se verifique se a mesma apresenta
alteracOes na sua atividade, o que permitira definir a forma de armazenamento.

Para medir a efetividade de uma determinada enzima, é possivel usar a
comparagdo da relagcdo kca/Km para a mesma enzima com seus diferentes
substratos como parametro. O kea indica uma velocidade constante que tem valor
igual ao numero de moléculas de substrato processadas por moléculas de enzima a
cada segundo e, para descobri-lo, sera necessario dividir o valor encontrado para

Vmax pela concentracdo de enzima usada na reacéo (15, 16).
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Através da obtencdo destas constantes cinéticas sera possivel determinar as

caracteristicas bioquimicas da MtAPRT in vitro.
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APENDICES

APENDICE A - CRONOGRAMA DAS ATIVIDADES

Ano 2012 2013
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Purificacdo da APRT

Quantificacdo da proteina

Sequenciamento da APRT

Testes enzimaticos

Analise dos Resultados

Redacdo do Artigo Cientifico

Divulgacio dos Resultados




APENDICE B - ORCAMENTO

Material Geral:

Descrigao Quantidade Valor Total (R$)

Falcon (15 mL) 1 168,00
Falcon (50 mL) 1 175,00
Caixa de Luva 4 750,00
Ponteira Gilson (1000 pL) 500 U 593,00
Ponteira Gilson (200 pL) 500 U 593,00
Ponteira Gilson (10 pL) 500 U 593,00
Corante para gel de proteina 2L 48,00
Descorante para gel de proteina 2L 30
Solucao secantg: para gel de oL 18,00
proteina
Clorofina 5L 10,00
Alcool 70° 5L 44,00
Kit Bradford 1 416,00
Kit Miniprep 1 428,00
Célula Eletrocompetente - 1500,00
Marcador de proteina 1 190,00
Marcador de DNA 1 184,00

TOTAL (2 anos) =| R$ 5.740,00




Materiais para a amplificacdo do gene apt:

Descricao Quantidade

Valor Total (R$)

Primer 1 Forward 1 168,00

Primer 2 Reverse 1 175,00

dNTPs 4 750,00

P fu DNA Polimerase 500 U 593,00
TOTAL =| R$ 1.686,00

Materiais para a clonagem e subclonagem:

Descricéo Quantidade Valor Total (R$)
Enzima de Restrigdo 1 20U 265,00
Enzima de Restricdo 2 10U 178,00
Vetor pCR-Blunt 5 reacdes 550,00
Vetor pET23a(+) 6 reacdes 427,00
Célula eletrocompetente - 1500,00
TOTAL =| R$ 2.920,00

Materiais para a eletroforese de gel agarose e acrilamida:

Descri¢éo Quantidade Valor Unitério (R$) Valor Total (R$)
Agarose 1 frasco (500 g) 1860,00 1860,00
Poliacrilamida 1 frasco (500 g) 230,00 230,00
Temed 1 frasco (50 mL) 430,00 430,00
APS 1 frasco (100 g) 33,80 33,80
Tris 1 frasco (1000 g) 762,00 762,00
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Acido Boérico 1 frasco (1000 g) 217,00 217,00
EDTA 1 frasco (500 g) 138,00 138,00
TOTAL (para 5 ensaios com cada gel: poliacrilamida e agarose) =| R$ 3.670,80

Materiais para os testes de expresséo da APRT:

Valor Total (R$)

Descricdo Quantidade Valor Unitario (R$)

SOC Invitrogen 1mL 2,77 2,77
Cubeta de Eletroporador 2 unidades 3,50 7,00
Placa de Petri 4 0,30 1,20
Meio de Cultura Luria-Bertani 200 mL 3,50 3,50
Antibioticos - - -
IPTG1M 10 pL 59,41/ mL 2,63
SDS-PAGE 4 unidades 25,00 100,00
TOTAL (para 1 Teste de Expressao) =| R$ 117,10
TOTAL (para 6 meses, considerando 3 por més) =| R$ 2.107,80
TOTAL (para 1 Eletroporacédo) =| R$ 14,47
TOTAL (para 6 meses, considerando 3 por més) =| R$ 260,46
TOTAL =| R$ 2.499,83

Materiais para a purificacdo da APRT:

Descricao Quantidade  Valor Unitario (R$) Valor Total (R$)
Eletroporacéo 1 14,47 14,47
Meio de Cultura Luria-Bertani 4L 1164 /L 46,56




42

Antibitticos para 4 L 13,17/L 52,68
IPTG1M 400 pL 59,41/ mL 23,76
Tampdo de Purificagdo 12 L 2590/L 310,80
SDS-PAGE 6 unidades 25,00 150,00
TOTAL (para 1 purificacdo) =| R$ 598,27
TOTAL (para 4 meses, considerando 1 por més) =| R$ 2.393,08

Materiais para os testes enzimaticos:

Descricéo Quantidade Valor Total (R$)

Base Adenina

lg

59,60

PRPP

50 mg

150,00

TOTAL = R$

209,60

Custo Total Estimado do Projeto = R$ 19.191,31






