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RESUMO

A maléria continua a ser a maior causa de morbidade e mortalidade mundial com
até trés milhdes de mortes anuais. O tratamento da malaria, causada por Plasmodium.
falciparum, dependeu por décadas do uso da aminoquinolina cloroquina. Contudo a
resisténcia a cloroquina em uma escala global expds a capacidade com que o parasita
pode desenvolver resisténcia a drogas. E, portanto, necessario o desenvolvimento de
estudos que assegurem que drogas mais eficazes sejam descobertas de forma sustentavel
e que novos alvos moleculares para agentes antimalaria sejam revelados. Através de
analises de biologia celular e molecular foi possivel sequenciar o genoma de P.
falciparum e identificou-se novos alvos alvos terapéuticos antimaléria. A proteina alvo
estudada neste projeto foi a Hipoxantina guanina fosforribosiltransferase do P.
falciparum, que esta relacionada com a via de recuperacdo das purinas .O gene da
enzima foi identificado no genoma do P. falciparum, e produzido por sintese quimica
com caodons preferenciais de Escherichia coli, clonado em um forte promotor de
expressdo para esta bactéria, expresso e a proteina recombinante purificada mostrou-se
ativa. A enzima sera utilizada futuramente em estudos de binding e inibicdo com novos
compostos quimicos e/ou componentes de extratos de microrganismos e plantas

amazonicas.

Palavras chave: P. falciparum, hipoxantina guanina fosforribosiltransferase, E.coli, alvo

molecular.
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1. Introducéo

1.1 Epidemiologia da maléria

A Maléria continua a ser a maior causa de morbidade e mortalidade mundial com até
trés milhGes de mortes anuais (Breman et al., 2004) (figura 1). Segundo a OMS, registram-se
anualmente cerca de 300 milhGes de novos casos de maléaria aguda em todo o mundo. Cerca de
60% dos novos casos registram-se na Africa sub-sahariana, onde ocorrem 90% dos casos fatais
de malaria humana, 75% dos quais incidindo sobre criancas com idades inferiores a 5 anos. A
malaria é a principal causa de mortalidade infantil na Africa, sendo também responsavel por
cerca de 10 % dos casos de morbidade geral da populacéo africana e consumindo cerca de 40%
das despesas com Saude Publica (WHO, 2002).

Areas de Risco de Transmissdo de Malaria em 2009
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Figura 1. Malaria, 2009. Adaptado de World Health Organization, 2010. Areas de risco de

transmissdo de malaria identificado no mapa em azul escuro.



Atualmente, uma abordagem empirica para estimar o numero de eventos clinicos
causado por P. falciparum em todo mundo, usando uma combinacéo de dados epidemioldgicos,
geogréficos e demograficos, estimou que houve 515 (faixa 300-600) milhdes de episodios de
malaria clinica por P. falciparum em 2002 (Snow et al., 2005). Essas estimativas globais sdo
até 50% maiores do que aquelas relatadas pela Organizacdo Mundial de Saude.

No Amazonas, entre 1960 e 1980, a maléria apresentou baixos niveis endémicos, com
ocorréncia de epidemias em poucos municipios, controladas em médio prazo (Saraiva et al.,
2006). Em Manaus, a incidéncia de malaria é endémica com surtos epidémicos, o
desmatamento e a ocupacdo de areas antes cobertas por mata provida de mananciais, agora com
assentamentos humanos, de forma desordenada (invasdes) ou programada (conjuntos
habitacionais) e estabelecimento de praticas laborais (atividades de piscicultura), tém sido
fatores determinantes para a reintroducao e a permanéncia da malaria, principalmente em areas

urbanas da cidade.

1.2 Transmissao

A malaria é transmitida pela fémea do mosquito Anopheles ao hospedeiro humano, e
sd0 quatro as espécies de parasitas responsaveis pela doenca (P. falciparum, P. vivax, P.
malariae e P. ovalie) sendo que, em termos de viruléncia e mortalidade, a espécie P.
falciparum é a mais importante.

O Anopheles darlingi € o principal vetor de malaria no Brasil. Além de seu papel na
transmissao de P. falciparum, este mosquito também é vetor de outras espécies de Plasmodium
(Klein et al., 1991). Sua distribuicdo geogréfica e densidade estdo intimamente relacionadas
com a maldria e estes mosquitos sdo frequentemente encontrados infectados com o parasita
causador da doenca, ndo raras vezes por mais de uma espécie de Plasmodium (Tadei et al.,
1998). Sua distribuicdo € extensa, sendo encontrado desde as regides orientais do México ate o
norte da Argentina. No Brasil, antes das campanhas de erradicacdo, s6 estavam livres de sua
presenca quatro estados: Rio Grande do Norte, Paraiba, Santa Catarina e Rio Grande do Sul.
Atualmente, este mosquito encontra-se em grande numero principalmente na regido
Amazonica.

O P. falciparum possui duas fases em seu ciclo, sendo estas distintas. Uma fase
assexuada (esquizogonia), que ocorre no hospedeiro vertebrado (homem), outra sexuada

(esporogonia), que ocorre no hospedeiro definitivo invertebrado (mosquito) (figura 2).



O ciclo biologico do parasita no homem: Inicia-se com a picada de um mosquito na
pele humana, sendo os esporozoitos do parasita transferidos para a corrente sanguinea. Mais
tarde, estes invadem as células do figado, dando-se inicio a divisdo assexuada do parasita (ciclo
pré-eritrocitario), da qual resulta a producéo de milhares de merozoitos. Estes deixam as células
hepaticas e infectam os eritrocitos da corrente sanguinea, onde tem inicio uma nova fase de
reproducdo assexuada (ciclo intraeritrocitario), em ciclos de 48 horas. Através de estagios
circulares, o parasita se desenvolve em trofozoitos e esquizontes para, numa fase seguinte, cada
esquizonte se divide em 16 merozoitos eritrociticos, que sdo liberados do eritrocito para
invadir, logo em seguida, um novo eritrocito. Durante a fase eritrocitica, o parasita utiliza a
hemoglobina do hospedeiro como fonte de aminoacidos para sua reproducgéo (White , 2004).

O ciclo biologico do parasita no mosquito: Enquanto os anofelinos machos se
alimentam somente de néctar e seiva vegetal, as fémeas necessitam de sangue em sua
alimentacdo, para o amadurecimento de seus ovos e possibilitar a oviposi¢do. Assim, ap6s uma
fémea do mosquito Anopheles ingerir sangue de um hospedeiro humano contendo as formas
sexuadas do parasita (gametdcitos) inicia-se a fase sexuada no interior de seu estbmago. Os
gametas masculinos e femininos se diferenciam em micro e macrogametas respectivamente e a
fecundacdo, na qual acontece a formacdo do zigoto ou oocineto, ocorre em poucos minutos
apos da alimentacdo sanguinea. O zigoto € a Unica fase diploide do parasita. Posteriormente, o
zigoto migra através da camada Unica de células do estbmago do mosquito, posicionando-se
entre esta e sua membrana basal. O oocineto se transforma em oocisto ao envolver-se por uma
grossa capsula a qual permite a passagem de nutrientes para a geracao dos esporozoitos, formas
infectantes, que migram para as glandulas salivares do inseto as quais poderdo no momento da

picada, ser inoculadas no ser humano (White, 2004).
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Figura 2. Ciclo de vida do P. falciparum. Adaptado de Division of Parasitic Diseases/Centers
for Disease Control and Prevention (DPDx/CDC).

1.3 Sintomalogia

Segundo o Ministério da Saude 2011, o quadro clinico tipico é caracterizado por febre
alta, acompanhada de calafrios, sudorese profusa e cefaléia, que ocorrem em padrdes ciclicos,
dependendo da espécie de plasmodio infectante. Em alguns pacientes, aparecem sintomas
prodrémicos, varios dias antes dos paroxismos da doenca, a exemplo de nauseas, vomitos,
astenia, fadiga, anorexia.

A fase sintomética inicial caracteriza-se por mal-estar, cansago e mialgia. O ataque

paroxistico inicia-se com calafrio, acompanhado de tremor generalizado, com duracdo de 15



minutos a 1 hora. Na fase febril, a temperatura pode atingir 41°C. Esta fase pode ser
acompanhada de cefaléia, nduseas e vomitos. E seguida de sudorese intensa.

Se 0 paciente ndo recebe terapéutica especifica, adequada e oportuna, 0s sinais e
sintomas podem evoluir para formas graves e complicadas, dependendo da resposta
imunoldgica do organismo, aumento da parasitemia e espécie de plasmddio. Sao sinais de
maléria grave e complicada: hiperpirexia (temperatura >41°C), convulsdo, hiperparasitemia
(>200.000/mma3), vémitos repetidos, oliguria, dispnéia, anemia intensa, ictericia, hemorragias e
hipotensdo arterial. As formas graves podem cursar com alteracdo de consciéncia, delirio e
coma, estdo relacionadas a parasitemia elevada, acima de 2% das hemacias parasitadas,

podendo atingir até 30% dos eritrdcitos.

1.4 Diagnostico

O diagndstico laboratorial da maléria € realizado por exame da gota espessa de sangue,
que é um método simples, eficaz e de baixo custo. A técnica baseia-se na visualizagdo do
parasito por microscopia de luz, apos coloracdo permanente (azul de metileno e Giemsa),
permitindo a diferenciacdo especifica dos parasitos a partir da analise da sua morfologia e pelos
estagios de desenvolvimento dos protozoarios encontrados no sangue periférico (WHO, 2006).

Quando os servicos de microscopia de boa qualidade ndo podem ser prontamente
fornecidos, uma alternativa para o diagnostico é o Teste de Diagnostico Rapido (T. D. R). O
teste baseia-se na deteccdo de antigenos especificos (proteinas) produzidos pelo parasita, que
estdo presentes no sangue dos individuos infectados recentemente (WHO, 2010).

O répido diagnostico e tratamento da maléria sdo elementos basicos para controlar a
doenca. Tratando no inicio, pode-se diminuir a duracdo da infeccdo e prevenir complicacdes
posteriores, entre elas a maioria das mortes. O acesso ao tratamento deve ser considerado nao
s6 um componente do controle da malaria e sim um direito fundamental de toda a populacéo
em risco (OMS, 2006).



1.5 Tratamento

Os farmacos antimaléricos englobam um grande numero de moléculas organicas, que
sdo tradicionalmente distribuidas por trés grupos:

» Amino-alcoois, que incluem os alcalbides do grupo das quinolinas, dos

quais a quinina é o exemplo classico, e todas as aminoquinolinas sintéticas;

* Derivados artemisinicos, que como o nome indica, englobam o

sesquisterpeno artemisinina e seus derivados;

 Antifolatos e outros, onde se incluem antibidticos com atividade antimalarica, como
biguanidas e sulfonamidas, e outros que nao se encaixam nas duas familias anteriores (Rang et
al., 1997).

Em 1820 os quimicos franceses Pelletier e Caventou isolaram a substancia ativa da
casca da quina, o alcaldide quinina, o trabalho foi reconhecido e premiado pelo Instituto
Francés de Ciéncias (Rang et al., 1997).

A partir de 1940, o tratamento para a malaria consistiu em uma monoterapia com a
administracdo de cloroquina, uma 4-aminoquinolina previamente caracterizada pela sua
eficacia, baixa toxicidade e baixo custo (Berry et al., 2006). A cloroquina se liga ao ambiente
rico em grupo heme dentro do eritrécito infectado, interferindo no processo de detoxificacao do
parasita, levando a uma rapida remocao dos parasitas circulantes (Pagola et al., 2000).

O uso massivo de cloroquina em todo o mundo, por volta de 1950, levou ao
aparecimento dos primeiros parasitas resistentes a esta terapia. Apesar da prevaléncia da
resisténcia a cloroquina, esta droga continua sendo extensamente utilizada, devido a seu custo
reduzido e disponibilidade nos paises afetados. Juntamente a cloroquina, o artesunato, o
antifolato e a mefloquina constituem-se nas Unicas alternativas de tratamento da malaria a custo
baixo, porém da mesma forma, cepas resistentes de P. falciparum surgem rapidamente, e
contribuem para as atuais taxas inaceitaveis de falha de tratamento da maléria na Asia e Africa
subsaariana (Plowe, 2005).

O uso indiscriminado de medicamentos antimalaricos no século passado levou a
propagacao de linhagens resistente a alguns medicamentos, como a cloroquina, 0 que aumentou
a morbidade e a mortalidade pela doenca. Na Gltima década, com um novo grupo de
medicamentos & base de artemisinina, houve uma nova esperan¢a no combate & malaria
(Taranto et al., 2006).

Em 1972 foi isolado o sesquisterpeno artemisinina, que deu origem a uma familia de

compostos antimalaricos. A artemisinina é, fundamentalmente, um esquizonticida sanguineo



com uma acéo rapida. Os derivados da artemisinina mais importantes sdo a diidroartemisinina,
artesunato de sédio, o arteméter e o artéter . Os derivados da artemisinina agem e sdo
eliminados rapidamente. A sua rapida accdo torna-se especialmente eficaz contra a maléria
grave (Meshnick et al.; 2002).

1.6 Genoma

Um esforco internacional foi lancado em 1996 em sequenciar o genoma do P.
falciparum, finalizada em 2002 (Gardner et al., 2002). A sequéncia genémica do vetor, 0
mosquito Anopheles gambie (Holt, 2002) também foi determinada. Com isso, uma enorme
gama de possibilidades de estudos se abriu, ja que todos os genomas envolvidos no ciclo de
desenvolvimento de P. falciparum foram elucidados iniciando-se assim a era pos gendémica no
estudo da malaria.

O genoma nuclear de P. falciparum 3D7 é composto de 22,8 mega-bases (Mb),
distribuidas em 14 cromossomos, variando em tamanho cerca de 0,643-3,29 Mb. A composicao
do conjunto (A / T) é de 80,6%, e sobe para 90% nos introns e regides intergénicas. As
estruturas dos genes que codificam proteinas foram preditos por meio de diversos programas e
cerca de 5.300 genes que codificam proteinas foram identificados. Isto sugere uma densidade
média de genes, em P. falciparum, de um gene por 4.338 pares de base (pb), ligeiramente
maior que a encontrada anteriormente com os cromossomas 2 e 3 (1 por 4.500 pb e 1 por 4.800
pb, respectivamente).

Os introns foram previstos em 54% dos genes de P. falciparum, uma proporcao
parecida com a de S. pombe e Dictyostelium discoideum, mas muito superior ao observado em
S. cerevisiae, onde apenas 5% dos genes contém introns. Excluindo os introns, o comprimento
médio de genes de P. falciparum foi de 2,3 kb, substancialmente maior do que em outros
organismos em que o comprimento medio dos genes esté na faixa de 1,3-1,6 kb. O genoma de
P. falciparum apresentaram uma proporcao significativamente maior de genes (15,5%) com
mais de 4 kb em relagdo a Saccharomyces pombe e S cerevisiae (3,0% e 3,6%,
respectivamente); a explicagcdo para este fato ainda ndo foi elucidado. Muitos destes genes
codificam proteinas grandes ainda ndo caracterizados que podem ser proteinas citosolicas, ja

que eles ndo possuem peptideos sinal reconhecivel (Hernandez et al.,1996).



1.7 Metabolismo de nucleotideos purinicos

As purinas sdo biomoléculas de importancia vital para todos os organismos vivos. Elas

sdo essenciais para a sintese de acidos nucléicos, proteinas e outros metabolitos, assim como

para reacdes que necessitam de energia. (Grossman et al., 1998).

Os dois nucleotideos purinicos presentes nos acidos nucléicos sdo: AMP e GMP. Em
células de mamiferos, eles podem ser obtidos a partir de caminhos bioquimicos diferentes. Eles
podem ser sintetizados endogenamente a partir de precursores ndo purinicos, via de sintese de
novo, ou através da reutilizacdo de nucleosideos e do aproveitamento de purinas livres

provenientes da dieta alimentar e degradacgao de &cidos nucléicos, via de recuperagdo (Reichard

,1988) (Figura 3).
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Figura 3. Viséo geral do metabolismo de purino nucleotideos em humanos. Ha dois caminhos
para a obtencdo de purino ribonucleotideos em mamiferos: Via de novo, onde séo
utilizados precursores ndo purinicos; Via de recuperacao, onde bases purinicas (incluindo

as purinas provenientes da alimentacéo) e nucleosideos séo reutilizados para a formacéao de

ribonucleotideos. Os ribonucleotideos formados podem ser convertidos em

desoxirribonucleotideos, utilizados em processos metabdlicos ou sofrer degradacao e

serem eliminados (Adaptado de Reichard ,1988).




Uma caracteristica Unica do parasita da malaria € sua restrita habilidade para sintetizar
nucleotideos. Este parasita é incapaz de sintetizar a purina (anel) e necessita, portanto obter pre-
formadas bases purinicas e nucleotideos de células hospedeiras dos eritrcitos. Entéo seria de
se prever que o bloqueio da via de recuperacdo de purinas deverad afetar negativamente o
crescimento do parasita (Wang, 1984)

O metabolismo de purinas constitui um alvo potencial excelente para o desenho racional
de quimioterdpicos antiparasitarios, devido a algumas diferencas que se destacam entre
parasitas e seus hospedeiros. Entre elas, esta a especificidade do transporte de purinas, podendo
ter um alto grau de seletividade e também as diferencas relacionadas a preferéncia pelo
substrato utilizado (Chen et al., 2003)

1.8 Via de recuperacao de purinas

As enzimas capazes de produzir nucleotideos a partir de nucleosideos ou bases purinicas
livres sdo chamadas de enzimas recicladoras e constituem o ponto principal da via. Existem
dois tipos principais de enzimas recicladoras de purinas, as nucleosideo quinases e as
fosforribosiltransferases (PRTases). As nucleosideo quinases sdo responsaveis pela fosforilacao
direta de nucleosideos a nucleotideos, ja& as PRTases convertem bases purinicas em seus
respectivos nucleotideos em uma Unica etapa(figura 4) (Manfredi & Holmes, 1985):

A rota de recuperacdo de purinas em células humanas ocorre quando adenina e
adenosina sdo convertidas a AMP pela adenina fosforribosiltransferase (APRT) e adenosina
quinase, e hipoxantina e guanina sdo convertidas a inosina monofosfato (IMP) ou guanosina
monofosfato (GMP) pela hipoxantina guanina fosforribosiltransferase (HGPRT). Estes
nucleosideos sdo convertidos a nucleotideos trifosfatados (ATP, GTP, dATP e dGTP), os quais
sdo substratos de RNA e DNA polimerases(Parker, 2007).



de novo
GDP glu

+ADP  gin+ . , GO
sPl ATP  NADH+H | 3P+ 4pj
ADP @ NAD | GTP fum
‘LZ—XMPM %SAMP#‘
at enp ® ® P AMP ATP PP

PPi
@ ADP
guanosina " Pi
mosma
adenosma V
@ PRPP
PRPP heys adcnma
R-1-P guanina hipoxantina ~ R-1 .
5\ NAD
@ CH Sado @

NH NADH + H
' antina  NADH+H. /‘
ND! XL SAM
@ X 8-hidroxiadenina
+ NAD
NADH + H @F

N NADH + H

urato 2,8-dihidroxiadenina

Figura 4. Vias metabdlicas associadas a reciclagem de purinas. As reacdes (1), (2) e (6) sdo
catalisadas pelas enzimas recicladoras. As enzimas s&o: (1) adenina fosforribosiltransferase
(APRT), (2) hipoxantina guanina fosforribosiltransferase (HGPRT), (3) purino nucleosideo
fosforilase, (4) xantina desidrogenase, (5) 5’-nucleotidase, (6) adenosina quinase, (7)
adenosina desaminase, (8) AMP desaminase, (9) S-AMP sintetase, (10) S-AMP liase, (11)
IMP desidrogenase, (12) GMP sintetase, (13) gualinato quinase, (14) adenilato quinase,
(15) guanina desaminase, (16) SAH hidrolase, (17) homocisteina metiltransferase, (18)
SAM descarboxilase e (19) aminopropiltransferase. X é um aceptor de grupo metil. Em
vermelho destaca-se a reacdo da enzima APRT e em azul destaca-se a formacao do
metabdlito insoltvel 2,8-dihidroxiadenina (2,8-DHA) (Manfredi & Holmes, 1985).

Dentro do eritrocito do hospedeiro, o parasita reside dentro de um vacutolo parasitario
criado apds a invasdo, pela invaginacdo da membrana da célula hospedeira. O citosol do
parasita € portanto separado do meio extracelular por trés membranas. A membrana da célula
hospedeira, a membrana do vacuolo parasitario e a membrana plasmética do parasita.

O metabolismo de purinas ocorre na interior do eritrécito infectado (figura 5). Inosina é

produzida a partir da adenosina pela enzima adenosina desaminase (ADA). A ionosina € entdo
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convertida a hipoxantina pela purina nucleosil fosforilase (PNP). ADA humana e PNP humana
estdo presentes no citoplasma da célula sanguinea, enquanto ADA e PNP do parasita estdo
presentes no citosol do parasita. Adenosina, inosina, hipoxantina, guanosina, guanina e xantina
sdo transportadas para o parasita atraves do transportador de nucleosideo (PfNT1). A adenina é
transportada para o interior do parasita atraves de um transportador independente (PfNT1).
PRTSs ativas convertem hipoxantina para IMP, guanina para GMP, e xantina para XMP. IMP,
GMP, e XMP sdo convertidas para nucleotideos guanilato e adenilato em rea¢fes subsequentes
(Downie et al., 2008).
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Figura 5. Metabolismo de purinas em eritrécito infectado. Abreviacdes: Ado, adenosina; Ino,
inosine; Hxt, hipoxantina; Guo, guanosina; Gua, ganina; Xan, xantina; Ade, adenina;
PRPP, fosforribosiltransferase; RBC, célula vermelha do sangue; PV, vactolo do parasita;
MTA, metiltioadenosina; MTI, metiltioinosina (Adaptado de Downie et al., 2008).
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1.9 HGPRT (EC 2.4.2.8)

HGPRTase é um membro da classe de aproximadamente 10 fosforribosiltransferase
(PRTases) que catalisam reac6es similares envolvendo PRPP e uma base nitrogenada (Musick,

1981).

‘T 0
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'S i 9 OH
0-P-0-P-0' HO
[ ;
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B o- D-FRPP PP,

Figura 6. Reacéo reversivel dependente de Mg*? ,com substratos hipoxantina e 5-fosfo-a-D-

ribosil-pirofosfato catalizada pela enzima fosforribosiltransferase,

A enzima HGPRT de P. falciparum é uma PRTase do tipo |, que catalisa a transferéncia
reversivel dependente de magnésio, de um grupo fosforibosil do 5-fosfo-a-D-ribosil-pirofosfato
(PRPP) para uma base purinica (hipoxantina, guanina ou xantina) para formar o
ribonucleotideo purina, liberando pirofosfato (PPi)(figura 6) (Keough et al., 1999).

Nas estruturas das PRTases da classe | existe uma sequéncia de 13 aminoacidos que se
refere ao sitio de ligacdo do PRPP, localizado na porcdo N-terminal na fita-p 3 da folha-,
sendo uma sequéncia conservada para as PRTases da classe I. As PRTases classe | apresentam
um grande loop flexivel, envolvido na catdlise quando na conformagéo fechada, enquanto a

conformacdo aberta permite a ligacao dos substratos e liberagdo dos produtos (Eads et al, 1994)
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Subunidade C

Figura 7. Representacao estrutural da HGPRTase . A representacao estrutural dos mondmeros.

B Representacao da estrutura quaternaria, com as quatro subunidades.(Shi et al.,1999)

A estrutura do monémero de HGPRTase de P.falciparum consiste em seis a-hélices e
onze B-fitas (figura 7). O mondmero consiste em um nucleo (residuos 46-194) e um capus
(residuos 1-45 e 195-231) (Shi et al.,1999). As quatro subunidades independentes sdo similares
segundo os desvios médios quadraticos (d.m.q) entre todos os 4&tomos de Ca e a maior parte das
diferengas ocorre nas regides de loop, em particular no loop que conecta a3 e 34(98-105) e o
loop B5 e o4 (128-130). Em cada subunidade independente ha sitios ativos que sdo
praticamente idénticos (menos que 10 A), segundo os desvios médios quadraticos.

A enzima HGPRT para P. falciparum possui atividade especifica em pH 7,45, 12mM
MgCl, e 0,1 M Tris-HCI de 0.77 umol.min“.mg™ e 1,4 pmol.min™.mg™ em pH 8,5, 110 mM
MgCl, e 0,1 M Tris-HCI. Para a enzima humana observa-se atividade especifica de 19
pmol.min™.mg™ em pH 7,45, 12mM MgCl, e 0,1 M Tris-HCl e 27 umol.min™-.mg™ em pH 8,5,
110 mM MgCl; e 0,1 M Tris-HCI (Keough et al., 1999) .

Com relacdo as constantes de Michaelis-Menten (Km) foi observado Km para HGPRT

de P. falciparum para o substrato hipoxantina=0,9 pM, para guanina=1,4 pM, e a
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xantina=420uM . Para HGPRT humana para o substrato hipoxantina=3,1 puM, Km para
guanina=1,9 uM, e Km para a xantina=0 pM (Keough et al., 1999).

Em trabalhos anteriores estudou-se a estrutura de HGPRTase para um grupo de
organismos através do desvio médio quadraticos (d.m.q) entre todos os atomos de Ca e notou-
se uma boa conservacao estrutural desta proteina ao longo da evolucéo, sendo que foi possivel
separar 0s organismos em dois grandes grupos. Um grupo para 0s organismos Leishmania
tarentolae, Trypanosoma cruzi, Escherichia coli e Tritrichomonas foetus, e outro grupo
formado por Plasmodium falciparum, Toxoplasma gondii e Homo sapiens. No primeiro grupo,
as trés estruturas sdo mais semelhantes e melhores sobrepostas, e se comportam como dimeros.
No segundo, as estruturas s&o melhores sobrepostas, sendo tetraméricas em solugdo (Monzani,
2003).

Inibidores especificos e potentes para HGPRTs de parasitas devem explorar as
diferencas funcionais e estruturais entre a enzima do parasita e 0 seu hospedeiro. A estrutura
tetramérica do cristal da HGPRT humana revelou a arquitetura do sitio ativo mostrando que na
regido C-terminal ocorre uma mudanca conformacional quando associada com a ligagéo da
base, sugerindo também que tanto o PRPP quanto a base devem ser capazes de se ligar
simultaneamente (Xu et al.,1997). As evidéncias disponiveis sugerem que, em adi¢do a sua
especificidade pelo substrato, a enzima do hospedeiro difere da enzima do parasita pelos
seguintes aspectos: diferentemente da enzima humana estavel, a HGPRT do parasita é instavel
na auséncia de PRPP e o0 Km da enzima do parasita varia substancialmente da enzima humana
(Sarkar et al., 2004). A HGPRT humana apresenta baixa eficiéncia para a reacdo com xantina,
diferentemente de P. falciparum. O fato da HGPRT humana apresentar baixa eficiéncia para a
reacdo com xantina poderia ser devido ao deslocamento dos residuos no loop 1V,

particularmente dos residuos 191 a 195 (Keough et al., 1999).

1.10 Tecnologia do DNA recombinante

Embora a tecnologia do DNA recombinante tenha surgido no inicio dos anos 1970, ela é
decorrente de uma série de descobertas extremamente importantes que ocorreram
anteriormente. Assim, ela pode ser considerada um somatério dos dados que foram se
acumulando dentro da genética e da biologia molecular (Azevedo, 2008)

O sistema de expressédo em Escherichia coli foi o primeiro a ser utilizado para produzir
produtos farmacéuticos recombinantes e tem muitas vantagens comparadas com sistemas

eucarioticos, como o facil cultivo, baixo custo e alto potencial de producdo (Swartz, 2001).
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Entre os diversos sistemas de expressao heterologa disponiveis, a bactéria Gram
negativa E. coli continua sendo um dos mais atraentes devido ao seu rapido crescimento em
meio de cultura, sua genética ja bem descrita e a disponibilidade de inGmeros vetores
bacterianos e cepas mutantes (Baneyx, 1999).

A grande desvantagem da E. coli é que muitas vezes em um processo de expressao
citoplasmatica ha dificuldade em obter a proteina em sua correta conformacao original, além da
proteina ndo sofrer glicosilagdo (Swartz, 2001).

No processo de expressdo protéica em E. coli, 0 mais desejavel é obter a proteina
recombinante na sua forma soltvel e com sua conformacdo estrutural correta.

Entretanto, o dobramento protéico estd muito relacionado com a degradacdo proteolitica no
citoplasma, uma vez que proteinas em sua conformagao incorreta sdo rapidamente degradadas
como forma de reciclagem de aminoacidos (Baneyx, 1999).

Além do dobramento incorreto da proteina heter6loga expressa, o alto nivel de
expressdo citoplasmatica pode resultar na formacdo de agregados insollveis conhecidos como
corpusculos de inclusdo. A maioria das proteinas produzidas nessa bactéria estdo na forma de
corpusculo de inclusdo devido a pequena quantidade de chaperonas no citoplasma (Schimidt,
2004). Por outro lado, a formacéo de corpusculo de inclusdo possui algumas vantagens como o
isolamento facil com alto grau de concentracdo e pureza das proteinas, além de ser uma
protecdo da proteina contra a degradacdo por proteases (Schimidt, 2004). Contudo, apesar da
proteina na sua forma insoltvel facilitar a etapa de purificacdo nem sempre é possivel obté-la
com atividade biologica (Baneyx, 1999).

A descoberta de promotores e repressores especificos de genes de E. coli, de uma
variedade de virus de E. coli e de células eucaridticas permitiu a manipulacdo da expressdo de
proteinas e a clonagem de genes sob o controle de um dado promotor, cuja expressao pode ser
induzivel ou continua. O primeiro, e mais comumente usado, sistema de expressao de proteinas
heterologas em E. coli € baseado no operon lac. (Figura 8). Neste sistema, 0 DNA de interesse
é clonado em fago (no caso de biblioteca de cDNA de expressao) ou plasmideo contendo o lacl
(repressor), lacP (promotor) e lacZ (gene estrutural transcrito para RNAm da b-galactosidase).
A indugdo da transcricdo € obtida pela adicdo de um andlogo de lactose sintético e ndo
degradavel (tiogalactopiranosideo de isopropila, IPTG), o qual se associa ao repressor,
inibindo-o e deixando o promotor livre para a interacdo com a RNA polimerase e consequente

transcri¢do do gene (Brown, 2003).
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Figura 8. Esquema ilustrando o funcionamento do operon lac.

As proteinas inseridas no DNA da E. coli para expressdo podem ser facilmente
purificadas se possuirem cauda de histidina em fusdo. 1sso porque existe uma grande afinidade
entre a cauda e alguns ions metalicos, como Ni2+, Cu2+ e Co2+, permitindo que o produto em
fusdo seja rapidamente separado de outras proteinas existentes no meio, com pureza de até 95%
(Hengen, 1995).
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1.11. Vetores de Expressao

Vetores sdo veiculos utilizados para introducdo e manutencdo de um DNA ex6geno em
um hospedeiro. Um bom vetor deve apresentar propriedades que facilitem a sua ligagdo ao
DNA a ser clonado, ter propriedades que permitam a selecdo de hospedeiros que contenham o
DNA recombinante, possibilitar a expressdo da mensagem exdgena inserida no hospedeiro e
apresentar propriedades que colaborem para a ndo proliferacdo ambiental do DNA clonado
(Astolfi et al., 2005).

Os vetores mais simples e amplamente utilizados séo os do tipo plasmideos devido sua
facil manipulacdo e a grande variedade de aplicacGes (Bataus, 1991). Sdo DNAs circulares
extracromossomais com numero de cépias caracteristico para cada hospedeira (Woese et al.,
1990).

Os vetores de expressao sdo veiculos que além de conter origem de duplicacdo e
marcador de selecdo, contém promotor, regido codificadora do sitio de ligacdo do ribossomo e
cdédon de iniciacdo de traducdo, seguido pelo menos de um sitio de restricdo para a insercdo de
uma mensagem genética e no final do ‘cassete de expressdo’ existe um terminador de
transcricdo. Nesse caso, a sequéncia inserida, uma vez em fase, é expressa, resultando em uma
proteina hibrida ou ndo (Astolfi et al., 2005).

Um dos sistemas de expressdo mais amplamente utilizado é o T7 RNA polimerase
(Studier & Moffatt 1986) (figura 10). O T7 RNA polimerase possui atividade cerca de, cinco
vezes mais rapido do que a RNA E.coli polimerase. As duas polimerases reconhecem
promotores completamente diferentes e podem ser usados seletivamente. Milhares de proteinas
heter6logas ja foram expressas com sucesso e em altos niveis em E.coli BL21(DE3)
(Grossmman et al 1998;. Pan e Malcolm, 2000).

O gene da T7 RNA polimerase esta na estirpe BL21(DE3) de E.coli, sob o controle de
um promotor lac L8-UV5 (Grossmman et al 1998;. Pan e Malcolm, 2000). O lac L8-UV5
(figura 9) contém mutagdes pontuais que permite distingui-lo do promotor lac do tipo
selvagem. Os pontos de mutacdes estdo na regido - 10, e aumentam a forga do promotor e

diminuem a sua dependéncia do AMP ciclico (Grossman et al., 1998).
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Figura 9. Esquema da transcricdo da T7 RNA polimerase, sob controle do promotor lac L8-

UV5. Adaptado do catadlogo da Novagen.
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Figura 10. Esquema da expressdo génica de proteina heteréloga em vetor pET, utilizando
como hospedeira E.coli BL21 (DE3)pLysS. Adaptado de Bell & Lewis, 2000.

Um terceiro ponto de mutagdo cria um forte promotor que € menos sensivel a glicose
(Grossman et al., 1998). Isto permite a inducdo forte da T7 RNA polimerase com IPTG,
mesmo na presenca de glicose. No entanto, hd expressdo basal de T7 RNA polimerase para
inducdo (Dubendorff & Studier 1991; Pan & Malcolm 2000), o que pode levar a problemas na

expressdo se as proteinas forem toxicas para as células hospedeiras (Studier 1991). Uma
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maneira de reduzir o nivel basal de expressdo € trabalhar com células hospedeiras contendo
vetores pLysS ou pLsE. Esses vetores expressam a lisozima T7, um inibidor natural da T7
RNA polimerase (Moffatt & Studier, 1987). A T7 lisozima é um eficiente inibidor natural da
T7 RNA polimerase, pois sua presenca esta envolvida na regulacdo da expressdo génica do
bacteriofago A durante sua via lisogénica (Ikeda & Bailey, 1992). O nivel basal de BL21
comparado com BL21pLysS é aproximadamente dez vezes mais lento (Studier, 1991).

Um problema adicional é que a T7 lisozima € uma proteina bifuncional. Ela também
corta uma ligacdo especifica da camada de peptidioglicana da parede celular da célula de
E.coli. Isto significa ser a razdo da diminuicdo do crescimento celular em estirpes pLysS ou
pLysE. Outro aspecto é que a T7 lisozima pode reduzir a expressao seguida de inducdo,
resultando em um rendimento inferior (Studier, 1991).

A reducdo do nivel basal da T7 RNApolimerase pode também ser alcancado pela adicao
de 0,5 - 1,0% de glicose ao meio (Grossman et a., 1998). Este efeito da repressdo catabdlica é
muito mais forte para BL21 (DE3) do que para BL21 (DE3) pLys (Pan e Malcolm 2000).
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2. Justificativa

A sequéncia de genomas de patdgenos e parasitas tem permitido a identificacdo dos
genes essenciais para a sobrevivéncia dos mesmos, e suas proteinas codificadas podem servir
como alvos moleculares para a descoberta de novas drogas.

Apesar dos enormes esforcos em pesquisa, a morbidade, mortalidade e as perdas
econdmicas geradas pela maléria sdo substanciais. Um dos grandes obstaculos no controle da
malaria refere-se & aquisicdo de resisténcia de algumas cepas de P. falciparum aos
antimalaricos comumente utilizados na terapéutica.

A maléaria é uma das mais importantes doencas parasitarias do mundo, apresentando
como agente etioldgico protozoarios do género Plasmodium. Dados recentes apontam que
aproximadamente 40% da populacdo mundial estd exposta a maléaria, especialmente 0s
individuos que habitam paises tropicais ou subtropicais. Nos ultimos anos, observou-se uma
crescente preocupacdo com o combate a doenca. As estratégias de controle da infeccdo estdo
baseadas principalmente, no desenvolvimento de vacinas e medicamentos, assim como no
avanco de politicas de erradicacao do vetor, quimioprofilaxia e melhoria dos sistemas de saude.

Faz-se necessario a constante busca de alvos moleculares alternativos para o
desenvolvimento de antimaléricos suficientemente eficazes que contornem o fenémeno da
resisténcia.

A enzima purificada HGPRT e ativa, serd utilizada futuramente em estudos de binding e
inibicdo com novos compostos quimicos e/ou componentes de extratos de microrganismos e

plantas amazonicas.
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3. Objetivos

3.1 Objetivo Geral

Expressar em E. coli, purificar e caracterizar a enzima HGPRT do P. falciparum.

3.2 Objetivos Especificos

e Desenhar a regido estrutural do gene HGPRT, com cédons preferenciais para E.
coli e sitios para clonagem no vetor de expressao;

e Subclonar a regido estrutural do gene no vetor de expressdo pGS21a;

e Transformar E.coli com o plasmideo recombinante, e induzir a expressdo da
proteina recombinante;

e Purificar e caracterizar a proteina recombinante (enzima HGPRT).
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Linhagens de E. coli

Todas as linhagens celulares empregadas nesta pesquisa, relacionadas na tabela 01,

foram estocadas a -80° C em meio LB, contendo 25% de glicerol.

Tabela 01. Linhagens e gendtipos de E.coli utilizados no presente estudo.

Bactéria Linhagem Genotipo

EndAl, recAl,
hsdR17, SupE44,gyrA96,

E.coli DH5a. f'Iq )
thi-1,relA1,AlacU169

F- ompT gal dcm
E.coli BI21 (DE3)pLysS lon hsdSB (rB mB-)
MDE3) pLysS (cmR)

4.2. Plasmideo

Para expressdo da enzima em bactéria E. coli, foi escolhido o plasmideo pGS-21a
(GenScript) (figura 11).
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T7 Promoter

(His)e

L) Enterokinase
Nco |
EcoR V
BamH |
EcoR |
Sacl
Sall
Hind 1l
Not |
Xho |

(His)s

lac |

pGS-21a
(6169 bp)

T7 Terminator
Ampicillin

\

f1 on

TAA CTT TAA GAA GGA GAT ATA CAT ATG TCT GGT TCT CAT CAT CAT C;\T CAT CAT AGC AGC GGT
Met Ser Gly Ser His His His His Hs His Ser Ser Gly
-{ag bgl kpn |
ATGTCC CC_TCG GAT CTG GGC CAC ACA GGC CAT AGA TCT GGT ACC
Met Ser Ser Asp Leu Gly His Thr Gly His Arg Ser Gly Thr Asp Asp Asp Asp Lys
Neo | EcoRV BamH|  EcoR| Sacl Sal Hind Ill Not Xho |
GCC ATG GCT GAT ATC GGA TCC GAA TTC GAG CTC GTC GAC AAG CTT GCG GCC GCA CTC GAG
Aa Met Ala Asp lle Gly Ser Glu Phe Glu Leu Val Asp Lys Leu Ala Ala Ala Leu Gl
His-tag
CAC CAC CAC CAC CAC CAC TGA GAT CCG GCT GCT AAC AAA GCC CGA AAG GAAGCT GAGTTG
His His His His His His
Reverse Sequencing Primer T7 Terminator
GCT GCT GCC ACC GCT GAG CAATAA CTA GCA TAACCC CTT GGG GCC TCT AAACGG GTC TTG

AGGGGTTTT TTG

Figura 11. Representacdo esquematica do mapa fisico do vetor pGS21a e do seu sitio multiplo
de clonagem.

4.3. Reagentes

Os reagentes utilizados para o preparo das solucdes foram de grau analitico e
compativel com o trabalho de biologia molecular. A agua utilizada foi destilada e deionizada
(4gua mili-Q).

Quando necessario as solugdes foram esterilizadas a 120°C por 15 minutos.
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4.4. Meios de cultura

A linhagem de .E. coli foi cultivada em meio Luria Bertani liquido e meio LB sélido.

As composicdes destes meios estdo descritas na tabela 2.

Tabela 2- Meios de cultura utilizados e suas respectivas composigoes.

Meio LB (Luria Bertani) liquido Triptona 10g\L
Extrato de levedura 05g\L
NaCl 5g\L

Meio LB (Luria Bertani) solido Triptona 10g\L
Extrato de levedura 05g\L
NaCl 5g\L
Agar 15g\L

4.5 Marcadores moleculares

O marcador para peso molecular de DNA utilizado neste estudo foi de 1kb Gene Ruler
™ Fermentas. O marcador de peso molecular para proteina empregado foi Page Ruler ™
Fermentas.

4.6 Sintese quimica da regido estrutural do gene de HGPRT
4.6.1. Ferramentas de bioinformatica

Utilizou-se como banco de dados, para a pesquisa de genes e sua sequéncia génica 0s
sites Plasmodium Genomics (http://plasmodb.org/plasmo/) e Malaria Parasite Metabolic
Pathways (http:// sites.huji.ac.il). A analise da sequéncia do gene clonado e a similaridade com
humanos foram realizadas através do programa Blast-p (http://ncbi.nlm.nih.gov/). A tradugéo e
a massa molecular foram estimadas utilizando a ferramenta do site Expasy

(http://web.expasy.org/). Para verificar o namero de ligagc6es dissulfeto presente na estrutura da
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proteina foi utilizada a ferramenta Dianna (http://bioinformatics.bc.edu) e para a construcdo dos

mapas fisicos dos vetores o programa pDRAW32.

4.6.2 Regido estrutural do gene para a enzima HGPRT

A regido estrutural do gene da enzima HGPRT de P. falciparum foi produzido por
sintese quimica com cddons preferenciais de E. coli e clonado no vetor pUC57 (figura 12) pela
empresa GeneScript. A sequéncia codificadora responsavel possui sitios de restricdo para as
enzimas Ndel e Notl, além de sequéncias para a sintese de poli-histidina. Esta etiqueta codifica

a formacdo de um bloco de seis histidinas em sequéncia.

Eco0109 2608 BsiAA 179
Aatll 2841 f / Ndel 183
Sspl 2525, ‘ [/ Ehel 235

pdm 2313

Begl 2230
Scal 201 ™

Sapl 707

<A, BspLU11l 820

Gsul 1808~
Criol 1802~

Fcodtl 1790,
Earmi105l 1718 ~
\
\ Gaill 1241
Hincll C1r9l Ecl136ll
—Pstl__ gy Ecossl e Eco24l EcoRl
MINPUC sequencing primer (29), 17 mer 39.9,4,,“,“, Pael Sdal—8¥el . = xbal BamHi Smal Kpnl Saci Xapl 455

5'G TAA AAC GAC GGC CAG’TGC CAA GCT TGC ATG CCT GCA GGT CGA CTC TAG AGG ATC CCC GGG TAC CGA GCTCGA ATT CGY
JCATT TIG CTGCCG GTC ACG GTT CGAACG TAC GGACGT CCA GCT GAG ATC TCC TAG GGG CCC ATG GCT CGA GCT TAA GCA
LacZ ¢——Val val Ala Leu Ala Ser Ala His Arg Cys Thr Ser Glu Leu Pro Asp Gly Pro Val Ser Ser Ser Asn Thr

AAT CAT GGT CATAGC TGTTTICCTG ¥

TTAGTACCAGTATCGACAAAGGAC &
lie Met Thr Met

llﬂ-pl‘.hc reverse sequencing primer (26), 17.mer

Figura 12. Mapa fisico de Sitio multiplo de clonagem do vetor pUC57.
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4.7 Construcao do plasmideo recombinante pGSHP

4.7.1 Digestao do vetor de expressdo pGS21a e pUC57

A sequéncia génica da proteina HGPRT foi construido quimicamente pelo laboratério
GenScript e enviado ao laboratorio inserido em vetor pUC57 liofilizado na quantidade de 4 pg.
Foi adicionado 50 uL de agua deionizada e estéril ao plasmideo para estoque -80°C.

Para construcdo do vetor de expressdo o plasmideo pGS21a e pUC57 foram digeridos
duplamente com as enzimas de restricdo Ndel (Biolabs) e Notl (Biolabs), com tampdo 3, de
acordo com as recomendacOes do fabricante. Os sistemas de digestdo foram compostos pelos
vetores com DNA alvo, enzimas de restricdo, tampbes que melhor interagem com as duas
enzimas e agua deionizada estéril. A concentracdo do material utilizado variou entre 500 ng e 5
ng e o sistema foi incubado em banho seco a 37°C por 2 h.

O produto das digestdes foi submetido a eletroforese em gel de agarose 0,8% preparado
com tampdo TBE 1X e corado com brometo de etidio. A regido do gel que continha o
fragmento de interesse foi cortada e submetida & purificacdo utilizando o kit Ilustra™ GFX™
PCR DNA and Gel Band Purification (GE Healthcare) seguindo suas especificacbes para
proceder posteriormente a subclonagem da sequéncia génica de HGPRT no vetor pGS21la e

construcdo do plasmideo recombinante pGSHP.

4.7.2 Subclonagem da sequéncia génica HGPRT no vetor de expressao pGS21a
(montagem do vetor pGSHP para expressdo em E. coli)

A sequéncia génica da proteina HGPRT purificada foi clonada no mdltiplo sitio de
clonagem do vetor pGS21a entre os sitios de restricdo Ndel e Notl.

O sistema de ligacdo foi realizado na proporgdo de 1:3 (vetor/inserto). O volume do
sistema de ligacdo foi de 10 pL e a quantidade de enzima T4 DNA ligase 40 U. Nos ensaios de
ligacdo utilizou-se enzima T4 DNA ligase e tampédo 10x de ligagdo, proveniente da empresa
New England Biolabs Inc., que recomenda incubagdo a 16°C. O sistema foi incubado durante
16h.0 produto da ligagéo foi introduzido em células E.coli DH5af"lq por eletroporacao.
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4.7.3 Preparo de células E.coli eletrocompetentes

Para esta etapa foram cultivadas células de E.coli, comerciais e
eletrocompetentes, DH5afiq (Invitrogen) e BL21(DE3)pLysS (Promega). Para isso, uma unica
col6nia da bactéria foi inoculada em 20 mL de meio LB e a cultura foi incubada com agitacédo
de 150 rpm em shaker a 37 ° durante 16 h.. Foi inoculada 1 mL dessa cultura em 300 mL de
meio LB (sem antibidticos) e mantido em constante agitacdo até ser atingida a O.Dggo 0.5. O
frasco foi esfriado em gelo durante 1 hora e a cultura dividida em tubos de 50 mL que foram
centrifugados a 3.500 g durante 10 minutos a 4°C. O sobrenadante foi descartado e as células
ressuspendidas gentilmente até dissolver o pellet em 10 mL de glicerol 10% estéril e gelado.
Uma nova centrifugagdo foi realizada a 3.500 g por 8 minutos. O sobrenadante foi descartado e
o pellet ressuspendido novamente em 10 mL de glicerol 10% gelado e estéril. Estas etapas
foram repetidas mais 4 vezes. Ao final o pellet foi ressuspendido em 15 mL de glicerol 10%
gelado e estéril, centrifugado e ressuspendido em 1 mL de glicerol 10% gelado e estéril. As
células eletrocompetentes foram aliquotadas em 100 pL, e estocadas em freezer a -80 °C.

4.7.4 Transformacédo da hospedeira

A transformacdo por eletroporacdo ocorre por meio de descargas elétricas de alta
voltagem que atravessam uma suspensdo bacteriana por mili segundos, criando poros na parede
e na membrana celular, possibilitando a entrada do DNA exdgeno para dentro da célula
hospedeira.

Uma aliquota de solucdo contendo o plasmideo recombinante de interesse (1puL+50ng)
foi misturada a 100 pL de células eletrocompetentes e transferidos para a cubeta de
eletroporacdo (0,2cm). Foi aplicado um pulso elétrico de 1900 Volts em aparelho de
eletroporacdo (Mod. Eletroporador 2510 Eppendorf). Imediatamente ap6s o pulso, foi
adicionado 1000 puL de meio LB na cubeta, revigorando as células transformadas. As amostras
foram incubadas por 1 hora a 37°C com agitagdo (150 rpm). Em seguida, aliquotas foram
plagueadas em placas de Petri com meio LB-dgar contendo o antibidtico ampicilina
(200pg/mL). Ao final do plaqueamento, as placas de Petri foram incubadas invertidas a 37°C
durante 16 h.
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4.7.5 ldentificacdo da sequéncia génica da proteina HGPRT no plasmideo

recombinante por andlise de restri¢cao

Ap0s o procedimento de transformacéo bacteriana do plasmideo recombinante pGSHP,
foi realizado o crescimento celular bacteriano. Inoculou-se uma coldnia bacteriana, resultante
da transformacdo, em meio LB liquido durante 16 h. Foi realizado posteriormente a extracdo do
DNA plasmidial, utilizando-se o Kit Ilustra plasmid Prep Mini Spin (GE Healthcare), seguindo
suas especificacdes. Os plasmideos extraidos foram analisados por digestdo dupla com enzimas
Notl e Ndel (New England Biolabs) para a confirmacdo da presenca do inserto no plasmideo

recombinante pGSHP.

4.7.6 Transformacéo em E. coli BI21(DE3)pLysS do plasmideo recombinante pGSHP

Para a expressao do gene HGPRT presente no plasmideo recombiante pGSHP recém
construido foi necessario inicialmente inserir este em uma célula eletrocompetente e especifica
para expressdo. Foi utilizado a linhagem bacteriana BI21 (DE3) pLysS para expressao em
promotores baseados em fago T7, o qual é promotor do plasmideo recombinante pGSHP.

Os procedimentos utilizados para a transformacdo do vetor foram idénticos aos citados
no item 4.7.4.

4.7.7 Expressdo da proteina recombinante

Uma colénia carregando o plasmideo recombinante foi pré-inoculada em meio LB
liquido acrescido de ampicilina (100ug/mL) e incubada a 37°C sob agitacdo (150rpm) durante
16 h. Um in6culo liquido (30 mL) foi preparado com 5% do pré-indculo (5 mL) e submetido a
crescimento, a 37°C sob agitacdo (150rpm) , até atingir DO de 0,6 a 600nm. Uma aliquota do
indculo foi retirada (tempo zero de indugéo) e outra para estoque em glicerol. Ao restante da
cultura foi adicionado IPTG (isopropil tiogalactosideo) numa concentragédo final de 1 mM para
a inducdo da expressdo génica. Foram retiradas aliquotas da cultura a cada 4 horas e as
amostras coletadas foram centrifugadas a 13.000g por 2 minutos e o pellet estocado a -20° C
(figura 13).
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Figura 13. Esquema ilustrando a metodologia de expresséo

4.7.8 Obtencédo dos extratos de proteinas, solGveis e insollveis.

Inicialmente o sedimento foi ressuspendido em 1000 pl de tampao MCA ( 20mM Tris-
HCI pH 7.9; 0.5 M NaCl; 10% glicerol; 1 mM PMSF(feilmetilsulfonil fluoride) utilizando-se
vortex. Foram adicionados 10 pl de lisozima (20mg/ml) e a mistura incubada durante 10
minutos a 20°C. A amostra foi transferida ao gelo e ultrassonicada trés vezes (3 ciclos de ultra-
som). ApoOs este procedimento foram adicionados 4 ul de triton X-100 10% (v/v). As
preparagbes foram centrifugadas a 12.000g durante 10 minutos a 4 °C. O sobrenadante
corresponde a fragdo de proteinas sollveis e o sedimento as insollveis. Para analise das fragdes
em gel de poliacrilamida sob condi¢des desnaturantes, a fracao soltvel foi coletada e estocada a

-20 °C e a fracdo insolavel foi ressuspendida em 400ul de tamp&o MCA e 4 pl de triton X- 100.
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4.8 Avaliacéo da expressao.

4.8.1 Andlise da proteina recombinante em gel de SDS-PAGE

A proteina recombinante sollvel e insoltvel foi analisada por eletroforese em gel
desnaturante de poliacrilamida (SDS-PAGE) segundo Laemmli (1970). As amostras sollveis e
insolUveis da proteina recombinante foram ressuspendidas em 20 uL de tampédo de amostra de
eletroforese 1X para SDS-PAGE (200 Mm Tris pH 6.8; 0.1% de azul de bromofenol p/v; 4%
SDS v/v; B-mercaptoetanol; 20% glicerol v/v ) e as amostras foram fervidas em banho maria
durante 5 minutos e imediatamente incubadas em gelo até a aplicacdo no gel. As amostras
foram aplicadas em um sistema de gel concentrador de 5% e separador 12%. A eletroforese foi
realizada durante 2 horas a uma voltagem de 150 V. Apos a eletroforese as proteinas

desnaturadas foram coradas com a solucdo de Azul Brilhante de Comassie.

4.8.2 Coloracgao de proteinas por Azul Brilhante de Coomassie G250

Apbs a eletroforese o gel foi incubado durante a noite em uma solucdo de Comassie
coloidal que tem a capacidade de detectar proteinas e é constituida de 0,1% de Coomassie
G250 plv, acido fosforico 2% v/v, sulfato de amdnio 10% p/v e metanol 20% v/v. Apds o
periodo de incubacdo o gel foi imerso em agua ultra pura para perder o excesso de corante até

atingir um contraste desejado para capturar a imagem via scanner.

4.9 Quantificacdo da proteina

A concentracdo de proteinas foi determinada através do método de Bradford, utilizando
a albumina de soro bovino (BSA) como padrdo (BRADFORD, 1976).

Para o preparo da solugéo de Bradford, 10 mg de Coomassie Brilliant Blue G
250 foram solubilizados em 5 mL de etanol 95%. Apo6s completa homogeneizagdo,
adicionaram-se 10 mL de acido fosférico 85%, e o volume foi completado com agua ultrapura
até 100 mL. Posteriormente, esta solucédo foi filtrada em papel 3 MM e estocada ao abrigo da
luz.

Para a dosagem de proteinas foram utilizados 850 pL da solucdo de Bradford mais 50

uL da amostra diluida, sendo a leitura feita em espectrdmetro Termo®Biomate 3 a 595 nm.
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4.10 Purificacdo da proteina HGPRT de P. falciparum

A proteina de interesse solivel em tampdo MCAC (20 mM Tris-HCI pH 7.9; 0.5 M
NaCl; 10% glicerol; 1 mM PMSF(fenilmetilsulfonil fluoride) pH 8.0, foi purificada por
cromatografia de afinidade em coluna de 5 mL de resina de niquel-NTA(Quiagen, Valencia,
C.A, Pierce) ( Petty 1996) (figura 14).

A coluna foi previamente lavada com &gua mili-Q, para retirar o alcool da coluna. Apos
este procedimento foi aplicado 2 mL de tampdo MCAC, para equilibrar a coluna. A amostra
contendo a proteina recombinante foi aplicada a coluna. Em seguida a coluna foi lavada com
tampao MCAC, e posteriormente foi aplicado um gradiente de Imidazol (10-500 mM) a coluna
de niquel para a elui¢do das proteinas ligadas a resina, e em especial a proteina de interesse. As
fracdes foram coletadas e as aliquotas analisadas em gel de poliacrilamida sob condi¢Ges

desnaturantes e quantificadas pelo método de Bradford.

: P
n: Mi-NTA
20 A S0 mM de imidazol LOD a200 mM de imidazol
¥ 3
S d
el y
1 = -
Eluido Proteina pura

| {—\ﬂ - el desnaturante de poliacrilamidas D%-FAGE

b | el concentrador de 4%
| L] == 5l Gel separador de 1256

Figura 14. Esquema de purificacdo utilizando resina de niquel. Adaptado do catalogo da

Quiagen.
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4.11 Troca de tampao da amostra purificada

Foram submetidos 2 mL das amostras com 90-100% purificadas para concentragdo por
ultrafiltracdo utilizando microconcentradores Centricon com membrana de exclusdo igual a 10
kDa, durante aproximadamente duas horas a 4° C.

Ao sobrenadante foram adicionados 2 pL de tampéo de amostra (100 mM fosfato de
potéssio, 1 mM DTT e 20% de glicerol).

4.12 Atividade da enzima HGPRT.

A atividade enzimatica de HGPRT para ao substrato hipoxantina foi determinada pelo
método espectrofotométrico (UV-1650 PC-Shimadzu) a 245 nm. A variacdo da absorbancia era
devida a formacéo do produto de reacdo IMP. No célculo de atividade utilizou-se o coeficiente
de extincdo molar A€ (mM*. cm™) 2,2 para hipoxantina (Tuttle & Krenitsky, 1980). O ensaio
foi realizado em meio reacional com volume final de 1 mL, sendo tampdo 0.1M Tris-HCI, 12
mM MgCl,, pH 7,45 a 25°C. Solucdes estoque de PRPP foram preparadas em agua. A base
purinica (Hipoxantina) também foi dissolvida em agua.

O sistema de reacdo enzimatico continha 1 mL de tampdo, 50 uL de 20 mM PRPP, 30
uL de 2 mM de hipoxantina e enzima.

Foram testados varios volumes (uL) da enzima purificada (0,3,6,7 e 8), para verificar a

atividade em diferentes concentragdes de enzima.
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5. Resultados e Discussao

5.1 Desenho in silico da sequéncia génica para HGPRT e sua otimizacéo para E.coli

Gardner et al (2002) identificou o gene da HGPRT de P. falciparum (ID 810279)
presente no cromossomo 10 com o simbolo PF10_0121. A partir dos dados publicados pelo
autor, foi possivel verificar a similaridade da sequéncia com a enzima humana (figura 15).

Inicialmente, foi adicionado a regido estrutural do gene, sitios de restricdo para as
enzimas Ndel e Notl, uma regido de aminoacidos que codificam a cauda de histidina (His)s e
um sitio para a enzima proteolitica enteroquinase, caso houvesse necessidade de retirar a cauda
de histidina em alguma etapa dos experimentos (figura 16). Posteriormente, esta sequéncia
génica foi otimizada para cddons preferencias da bactéria E. coli, sintetizada quimicamente
pela Empresa GenScript e inserida na regido dos mudltiplos sitios de clonagem do vetor
pUCS57(figura 17).

Sequences producing significant alignments:

Accession | Description | s’::‘::e 'sl'::'a.‘la c;l:j!e_er';ze _@ | i’::l‘TA
1HMP & Chain &, The Crystal Structure Of Human Hypoxanthine-Guanine Phos 208 Z06 E5% 1le-66 49%:
WP 000185.1  |hypoxanthine-quaning phosphoribosyltransferase [Homo sapiens] =sp 208 206 85% le-68 49% |
Eax117e0.1 hypoxanthine phosphoribosyltransferase 1 (Lesch-MNyhan syndrome), 205 205 3% Ze-68 S0%
10091734 transferase,HG phospharibosyl 205 z0s 85% 3e-65 49%
CAG2E573.1  HPRT1 [Homo sapiens] 205 205 85% Fe-68 49%
AARS59392.1 hypoxanthine phosphoribosyltransferase [Homo sapiens] 204 204 85 % Se-6o 49%
AARE9391.1 hypoxanthine phosphoribosyltransferase [Homo sapiens] 203 203 85% 1le-67 49%
1DeM A Chain &, Ternary Complex Structure Of Human Hgprtase, Prpp, Mg2+, 202 z0z 85% de-67 48%
21BH & Chain &, Hurman Phosphoribosyl Transferase Domain Containing 1 »pdt 187 187 a8% de-61 EEES
Baposnza.l  phosphoribosyl transferase domain containing 1 wvariant [Homo sapien 186 1a6 91% 1le-60 43%
BAD26324.1  phosphoribosyl transferase domain containing 1 wariant [Homo sapien 186 186 A% 1e-60 EELS
MNP 084535.1  phosphoribosyltransferase domain-containing protein 1 [Homo sapien: 186 186 AE% 1e-a0 EELS
EawEe119.1 phosphoribosyl transferase domain containing 1, isoform CRA_a [Home 124 174 88% 3e-56 42%
CAHTO349.1 phosphaoribosy| transferase domain containing 1 [Homo sapiens] =embk 123 1zg T2% 1e-38 40%
EAWEE121.1 phosphoribosyl transferase domain containing 1, isoform CRA_c [Horme 125 1z5 65% 9e-38 41%
BAH14100.1 unnamed protein product [Homo sapiens] 271 97.1 55% 8e-27 43%

Figura 15. Resultado da busca com o programa BLAST. Em azul a similaridade em
porcentagem, entre a sequéncia da enzima HGPRT de humanos com a sequéncia de P.

falciparum.
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Figura 16. Sequéncia génica modificada in silico para HGPRT de P. falciparum. Em verde

sitio de restricdo para a enzima Ndel, em rosa sequéncia codificadora de seis caudas de

histidina, em vermelho sitio para a enzima proteolitica enteroquinase e em amarelo sitio de

restricdo para a enzima Notl.

pUC57HP

AEH-

184

Nde] -

400

Neil - 1153

Figura 17. Mapa fisico do plasmideo recombinante pUC57HP construido pela empresa

GeneScript, contendo a clonagem da sequéncia do gene HGPRT.
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5.1 Construcéo do plasmideo recombinante de expressao pGSHP

A regido estrutural do gene HGPRT sintetizada quimicamente foi clonada no vetor
pUC57, pela empresa GeneScript, e 0 mapa do plasmideo recombinante resultante denominado
pUC57HP esta mostrado na figura 17.

Para a expressdo da mensagem genética da enzima HGPRT na bactéria E.coli foi
utilizado o vetor de expressdo pGS21A. A mensagem genética da HGPRT foi liberada do vetor
pUCS57HP por dupla digestdo com Ndel e Notl, purificada por eletroforese em gel de agarose e
ligada ao vetor de expressdo pGS21a previamente tratado com as mesmas enzimas e também
purificado por eletroforese em gel de agarose.

A mensagem genética de HGPRT possui aproximadamente 750 pb. A clivagem do
plasmideo recombinante pUC57HP com as enzimas Ndel e Notl, liberou dois fragmentos,
como demonstrado na figura 18 coluna 3, um de aproximadamente 750 pb e outro de 300 pb.

O fragmento liberado de 750 pb era o esperado para o a regido codificadora do gene de
HGPRT. O segundo fragmento liberado de aproximadamente 300 pb, foi resultante da presenca
de dois sitios de restricdo da enzima Ndel no plasmideo recombinante pUC57HP, apos a

insercdo da sequéncia génica ao vetor (vide também figura 17).

pb

3000

1500
750

500

250

Figura 18. Perfil eletroforético dos produtos de digestdo do plasmideo pUC57HP. Coluna 1-
Marcador de peso molecular; 2 — Vetor pUC57HP; 3- Vetor pUC57HP digerido com Ndel
e Notl.
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A clivagem dupla do vetor pGS2la foi demonstrada por eletroforese em gel de
agarose(figura 19). Pode-se observar pela figura o vetor pGS2la linearizado o qual foi
recortado do gel e purificado para ser utilizado na clonagem da mensagem genética da enzima
HGPRT.

E possivel verificar na figura 19, coluna 2 e 3 que apds a digestdo dupla do vetor
pGS21a ocorreu a linearizacdo do vetor. Também houve a liberacdo de um fragmento de
aproximadamente 3000 pb que ndo foi recortado para purificagdo. Esse fragmento corresponde
a regido estrutural do gene da corismato sintase clonada anteriormente no vetor pGS2la

(Honda, E. - resultado ainda nao publicado).

3000

1500
750

200

250

Figura 19. Fotografia do gel de agarose ap0s a retirada das bandas correspondentes ao vetor
pGS21a e regido codificadora do gene HGPRT para P.falciparum. Coluna 1- Marcador de
peso molecular; 2 e 3— Vetor pGS21a; 4 e 5- Vetor pUC57HP digerido com Ndel e Notl.
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3000

(A) (B)

Figura 20. (A) Resultado da analise eletroforética do vetor e da sequéncia da HGPRT
purificados apds dupla digestdo com Ndel e Notl. Coluna 1- Marcador de peso molecular;
2 -Sequéncia codificadora do gene da HGPRT; 3 — Vetor pGS21a. (B) Resultado da
analise de restricdo do plasmideo recombinante pGSHP. Coluna 1- Plasmideo pGSHP

intacto; 2- plasmideo duplamente digerido com Ndel e Notl.

Na figura 20(A) € observado o perfil eletroforético do plasmideo pGS21a tratado com
as enzimas de restricdo Ndel e Notl (coluna 3) e purificado por eletroforese em gel, que sera
ligado ao fragmento sintético do gene de HGPRT. Na coluna 2 é observado este fragmento
purificado.

Apo6s a ligacdo da regido codificadora de HGPRT ao vetor de expressdo pGS21a, foi
feita a analise de restricdo do plasmideo recombinante pGSHP para demonstrar a correta
clonagem do inserto. De acordo com a figura 20(B) é possivel verificar a liberacdo de um
fragmento correspondente a sequéncia codificadora da enzima HGPRT, ap6s dupla digestdo
com as enzimas Ndel e Notl. Apos a confirmacdo da clonagem, o plasmideo recombinante foi
utilizado para experimentos de expressao génica em E.coli BI21.

A figura 21 mostra o mapa fisico do plasmideo resultante da ligacdo do vetor pGS21a a

sequéncia codificadora da enzima HGPRT.
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T7 Promotor - 1
Ndel - 86

Notl - 878
T7 Terminador - 916

Figura 21. Mapa do plasmideo recombinante construido pela ligacdo da regido codificadora do

gene da enzima HGPRT de P.falciparum ao vetor pGS21a.

5.2 Expressao heterologa da proteina HGPRT de P. falciparum em E.coli em meio liquido.

A expressdo da HGPRT de P.falciparum em E.coli BL21(DE3)pLysS foi realizada em
meio LB liquido durante quatro horas a 37°C com indugdo por IPTG.

A expressdo eficiente da proteina recombinante pode ser observada na figura 22 coluna
5 (seta vermelha), na fracdo sollvel induzida por 4 h com IPTG. Essa banda deve ser
correspondente a enzima HGPRT uma vez que ndo foi expressa nos controles (colunas 1, 2, 3,
4) e tem massa molecular de aproximadamente 28 kDa, conforme esperado pois sua massa
molecular teoricamente a partir da sequéncia de aminoacidos é de 258,381 kDa. A analise
processou-se por eletroforese em gel de poliacrilamida a 12%, com detergente de dodessil-
sulfato de sédio (SDS-PAGE).
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Figura 22. Perfil eletroforético das proteinas produzidas pelo clone recombinante (E.coli
(BL21(DE3) pLysS + pGSHP). M - marcador de peso molecular. 1- tempo de expressao
zero, fracdo soluvel do lisado celular, 2- tempo de expressdo zero, fracdo insoltvel do
lisado celular, 3- tempo de expressdo de quatro horas sem IPTG, fracdo sollvel, 4- tempo
de expressdo de quatro horas sem IPTG, fracdo insoluvel, 5- tempo de expressdo de quatro
horas com IPTG, fracdo soltvel, 6- tempo de expressdo de quatro horas com IPTG, fracao

insolUvel.

O fato de a enzima HGPRT ter sido expressa na forma soltvel além de facilitar o
processo de purificacdo, € um indicativo de que estd com sua estrutura tridimensional correta.

A proteina HGPRT, possui apenas duas pontes de sulfeto em sua estrutura, conforme
observado na ferramenta de bioinformatica Dianna. Este pode ser um dos motivos de que neste
trabalho, a enzima tenha sido expressa pela hospedeira E.coli de forma soltvel.

Foi possivel expressar a proteina HGPRT soltuvel neste trabalho mas, algumas
dificuldades podem ser encontradas quando a utilizacdo de E.coli como hospedeira para a
sintese de proteinas recombinantes. A E.coli pode ndo enovelar a proteina corretamente e
geralmente é incapaz de sintetizar as ligagdes dissulfeto presentes em muitas proteinas
recombinantes, pois ndo possui em seu citoplasma a enzima dissulfeto isomerase (Sorensen,
2005). Se a proteina ndo adota a sua estrutura tercidria com enovelamento correto, ela

geralmente fica insolvel e forma corpos de inclusdo no interior da bactéria. A recuperacdo da
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proteina a partir de corpusculos de inclusdo é possivel, mas a sua conversdao na forma
corretamente enovelada é um processo laborioso (Brown 2003).

Nestas condicdes foi possivel produzir 100 mg de extrato bruto a cada 2 mL de cultura
celular e ndo houve dificuldades em expressar a proteina de interesse na forma soltvel. Outros
autores que também ja trabalharam com esta proteina relataram que nao apresentaram
dificuldade em expressar esta enzima em sua forma soltvel (Keough et al., 1998; Raman et al.,
2005, Keough et a.l, 2010)

5.3 Purificacdo da proteina recombinante HGPRT

A HGPRT foi purificada por cromatografia de afinidade com resina de niquel, pois a
proteina recombinante HGPRT, foi construida com a inser¢do de uma cauda de histidina (Hisg)
que possui afinidade ao niquel.

A enzima recombinante foi purificada a partir de 2 mL de extrato bruto soluvel,
resultante do cultivo de 30 mL de meio liquido (LB) inoculado com o clone recombinante
(E.coli e plasmideo recombinante pGSHP). Na a figura 23 é possivel verificar que foi possivel
purificar a proteina de interesse. A proteina foi purificada utilizando o tampé&o de eluicdo com
imidazol na concentracdo de 400 mM, apesar de que nas concentracfes de 200 a 300 mM de
imidazol também foi possivel verificar a eluicdo da enzima da coluna parcialmente purificada.
Em outras concentracfes do tampéo de eluicdo ndo houve liberacdo da proteina de interesse,
este fato indica que ndo houve saturacdo da coluna com a proteina recombinante.

As concentracdes de proteinas purificadas das fracfes de interesse foram estimadas pelo
método de Bradford. Os resultados estdo mostrados na Tabela 3. A partir do extrato bruto de 23

mg foi possivel purificar 0,46 mg de enzima.
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Tabela 3. Quantidade de proteinas (mg) obtidas no processo de purificacdo, nas diferentes

fragdes.
Fracs Concentragdes de Proteinas Quantidade de Proteina
racdes
, (mg/mL) (mg)
Extrato pruto sol_uvel 13.01 26,02
(proteinas totais)
Proteinas nédo Illgantes a 3,21 6.42
coluna de niquel
Proteinas liberadas utilizando
100 mM de imidazol 6,38 12,76
Proteinas liberadas utilizando
200 mM de imidazol 211 4,22
Proteinas liberadas utilizando
250 mM de imidazol 0,31 0,62
Proteinas liberadas utilizando
300 MM de imidazol 1,00 2,0
Proteinas liberadas utilizando
400 mM de imidazol 0,23 0,46
M 1§ 2 3 4 5 6 7 8 9
kDa
- 3
.‘ & R ’ '
72 ‘
LI ) v i M
5 u ' . ‘ e , ‘ ;
. '
[ A bd
34
“i G o
26 | &3
17 ‘ ‘ : -~ - -

Figura 23 Analise do processo de purificacdo da enzima HGPRT por SDS-PAGE. M marcador
de peso molecular. 1- extrato total soltvel, 2- eluato inicial da coluna, 3- contetdo liberado
com 25 mM de imidazol , 4- 50 mM de imidazol, 5- 100 mM de imidazol, 6- 200 mM de
imidazol, 7- 250 mM de imidazol, 8- 300 mM de imidazol, 9- 400 mM de imidazol.

A utilizacdo da resina de niquel para o processo de purificagdo, resultou na proteina

com alto grau de pureza (figura 23, coluna 09), sendo este método de facil aplicabilidade e
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rapido, pois foi realizado de forma manual sem a necessidade da utilizacdo de equipamentos

sofisticados e de alto custo.

5.4 Analise da atividade enzimatica da fracéo soluvel

O proposito desta etapa do experimento foi verificar se a enzima expressa pela bactéria
E.coli e purificada estava ativa, pois era possivel que a proteina de interesse durante o
procedimento de expresséo e purificacdo perdesse sua atividade .

Foi possivel verificar a atividade da enzima HGPRT utilizando como substratos a

hipoxantina e PRPP e cofator magnésio.
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Figura 24. Gréfico da velocidade de reacdo no periodo de um minuto em diferentes volumes de

enzima purificada

A figura 24 demonstra a atividade enzimatica em fungdo do volume da enzima
purificada. E possivel verificar, que com o aumento da quantidade de enzima inserida no
sistema de reagéo, os substratos sdo convertidos em maior velocidade durante um minuto, ou
seja € maior a atividade enzimatica. Pode-se visualizar que este aumento ndo é progressivo,
pois quando se utilizou oito microlitros de enzima a velocidade de reacdo diminuiu se
comparado com a velocidade de reagdo utilizando sete microlitros de enzima purificada, este

fendmeno pode ter ocorrido, pois para a quantidade maior que 7 uL de enzima o substrato deve
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ter sido o fator limitante da reacédo, ou seja, ndo houve substrato suficiente para a enzima atuar
na sua plenitude.

Outro dado de interesse € que, segundo Raman et al., a enzima purificada pura possui
atividade baixa, e h& necessidade de incubar a enzima durante 12 h com os substratos PRPP e
uma base purinica (hipoxantina, guanina ou xantina) para ativa-la. Em nosso caso ndo houve
ativacdo prévia da enzima.

Para futuros testes com a enzima recombinante purificada sera possivel utilizar sete
microlitros de enzima e realizar experimentos variando-se 0s substratos para definir os
parametros cinéticos enzimaticos como Km, Kcat e V maximo da enzima. Neste estudo néo foi
possivel obter bons resultados para estes parametros pois a cinética enzimética é extremamente
rapida e considerou-se necessario utilizar-se um espectrofotdmetro especifico para analise
desse tipo de enzima. Optou-se entdo por realizar esses experimentos apos a conclusdao do
Mestrado.
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6. CONCLUSOES

A construcdo do plasmideo recombinante de expressdo, para a expressdo
heter6loga da regido estrutural do gene de hipoxantina fosforribosiltransferase
(HGPRT) foi realizada com sucesso;

Foi possivel expressar a enzima recombinante na forma soluvel;

A técnica de cromatografia de afinidade com niquel mostrou-se adequada para

purificacdo de HGPRT resultando na proteina com alto grau de pureza;

Ao final do processo de expressdo e purificacdo foi possivel comprovar que a

enzima recombinante estava em sua forma ativa.
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