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RESUMO

A Timidina fosforilase humana (hTP), também conhecida como PD-ECGF e
gliostatina, € uma enzima importante no metabolismo de nucleotideos. A hTP é um
alvo molecular para o desenho de inibidores enzimaticos com possivel uso na
terapia do cancer, visto que essa enzima encontra-se superexpressa em alguns
tipos de tumores solidos e sua atividade catalitica € essencial para promocéao da
angiogénse. Esta tese descreve a amplificacao, clonagem, expresséo heterdloga em
E. coli, purificacdo e caracterizacdo bioquimica do precursor e da proteina madura
hTP. Analises de espectrometria de massa confirmaram a identidade das proteinas
recombinantes e ensaios de cromatografia de exclusdo por tamanho revelaram que
ambas as enzimas encontram-se como dimeros em solucdo. Estudos cinéticos
permitiram a determinacdo das constantes cinéticas aparentes e verdadeiras para a
reacado direta e mostraram que as enzimas apresentam inibicdo pelo substrato
tidimina. Estudos espectofotométricos de velocidade inicial e estudos de ligacao por
microcalorimetria de titutalacdo isotérmica (ITC) sugerem que a catélise enzimatica
segue um mecanismo cinético bi-bi aleatério de rapido equilibrio. As constantes
termodinamicas e o perfil de discriminacdo termodinamica permitiram a identificacédo
dos modos de interacdo dos substratos/produtos naturais das enzimas com seus
sitios de ligacdo. Além disto, esses estudos revelaram diferengas nas constantes
cinéticas e nos parametros termodinamicos entre o precursor e a proteina madura e
tais diferencas foram evidenciadas por meio da andlise estrutural de ambas as
enzimas. O perfil de pH mostrou que a atividade enzimética méaxima foi obtida em
valores de pH baixos, e que grupamentos funcionais com valores de pK de 5,1 — 5,2
e 9,0 — 9,2 estdo envolvidos na ligacdo a timidina e grupamentos com valores de pK
de 6,1 — 6,2 e 7,8 — 8,6 estdo envolvidos na ligacdo ao fosfato. Os resultados da
caracterizacdo da enzima fornecem dados adicionais que podem ser Uteis para o
desenho racional de novos inibidores da hTP. Os compostos quimicos planejados e
sintetizados como possiveis inibidores da atividade da hTP foram ativos em ambas
as formas da enzima, sendo que o composto 5g apresentou o melhor potencial
inibitério. O composto 5g foi caracterizado como um inibidor ndo competitivo em
relacdo aos substratos naturais timidina e fosfato. O mecanismo de inibicdo nao
competitiva sugere a existéncia de um sitio de ligacdo alostérico na hTP, diferente
dos sitios de ligacdo aos substratos, podendo ser considerado um alvo molecular
importante para a busca de inibidores potentes e seletivos para hTP.



ABSTRACT

Human thymidine phosphorylase (hTP) also known as platelet-derived
endothelial cell growth factor (PD-ECGF) or gliostatin, has an important role in
nucleotide metabolism. hTP is a molecular target for anticancer drug development
since it is overexpressed in certain solid tumours, and its catalityc activity has been
shown to be essencial to promote angiogenesis. This work describes amplification,
cloning, and recombinant expression in E. coli, purification to homogeinity of both
precursor and mature protein hTP. Mass spectrometry analysis confirmed the identity
of homogeneous hTP and size exclusion chromatography showed that hTP proteins
are a dimer in solution. Kinetic studies allowed the determination of apparent and
true kinetic constants for forward reaction, and showed that enzymes displayed
substrate inhibition for thymidine. Initial velocity and isothermal titration calorimetry
(ITC) studies suggested that hTP catalysis follows a rapid-equilibrium random bi-bi
kinetic mechanism. Thermodynamics constants and discrimination profile allowed
natural enzyme’s substrates/products binding patterns identification. Additionally,
these studies showed differences in the kinetic constants and the thermodynamic
parameters between the precursor and the mature protein and these differences
were revealed by structural analysis using molecular modeling. The pH-rate profiles
suggested that maximal enzyme activity was achieved at low pH values, and
functional groups with a pK values of 5.1 — 5.2 and 9.0 — 9.2 are involved in
thymidine binding, and groups with pK value of 6.1 — 6.2 and 7.8 — 8.6 are involved in
phosphate binding. The enzyme characterization provides additional data that may
be useful for the rational design of novel inhibitors hTP. Chemical compounds
designed and synthesized as potential inhibitors against hTP activity were active in
both forms of the enzyme, whereas the compound 5g showed the best inhibitory
potential. The compound 5g was characterized as noncompetitive inhibitor towards
hTP substrates thymidine and phosphate. The noncompetitive inhibiton mechanism
points to the existence of an allosteric binding site at hTP, different from the substrate
binding sites. This allosteric site could be considered an important molecular target
for the development of potent and selective hTP inhibitors.
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1. Introducéo

1.1 O cancer e seus dados epidemioldgicos

Céancer é um conjunto de doencas que podem afetar qualquer 6rgdo do corpo
humano e é causado por células que adquirem algumas caracteristicas (hallmarks)
bioldgicas durante o desenvolvimento dos tumores. Estas caracteristicas incluem:
continua sinalizacdo para proliferacdo celular, evasdo de supressores tumorais,
resisténcia a morte celular, replicacao ilimitada, inducdo de angiogénese, ativacédo
da invasdo e metéstase. Recentemente, outras duas caracteristicas foram atribuidas
as células cancerosas, a capacidade de reprogramacédo do metabolismo energético
a fim de suprir o crescimento e a proliferacdo celular continua; e a evasdo da
destruicdo imunolégica, em particular, de linfécitos T e B, macréfagos e células
natural killer (1, 2).

A instabilidade gendmica e a inflamacdo séo fatores que facilitam a aquisicéo
das caracteristicas bioldgicas tipicas das células cancerosas. Primeiramente, a
instabilidade gendmica das células cancerosas favorece as alteracdes genéticas e a
mutabilidade levando a progressao tumoral. Outro fator relevante esta relacionado a
inflamacéo gerada por células do sistema imune que, a fim de combater infec¢bes,
podem levar ao desenvolvimento tumoral em consequéncia da resposta inflamatoria
(1). A presenca de células do sistema imune em neoplasias ja foi demonstrada por
técnicas de coloracdo histoquimica (3). Além disto, estas células podem liberar
agentes quimicos, como espécies reativas de oxigénio, 0s quais sdo agentes
mutagénicos e conduzem as alteracfes genéticas em direcdo a malignidade (4).

As células normais que migram e, posteriormente, constituem o ambiente
tumoral contribuem ativamente para a doenca, o desenvolvimento e a expressao das
caracteristicas biolégicas do cancer. O ambiente tumoral contribui diretamente na
tumorigénese, visto que sua constituicdo e suas interagfes via sinalizacdo celular
sdo crucias para o fenétipo do cancer. Em resumo, os fenétipos adquiridos durante o
desenvolvimento tumoral permitem a sobrevivéncia, a proliferacdo e a disseminacgéo
das células cancerosas; estas funcdes podem ser vistas em diferentes tipos
tumorais, através de mecanismos distintos e em diferentes momentos durante a

tumorigénese. O conhecimento e a identificacdo de alvos moleculares especificos
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que coordenam as diversas caracteristicas adquiridas pelas células tumorais
representam uma ferramenta importante para o desenvolvimento de novas terapias
que tenham atividade inibit6ria sobre os fendtipos do cancer (1).

Inicialmente, o cancer foi considerado uma doenca de paises desenvolvidos e
com amplos recursos financeiros. Ha aproximadamente quatro décadas, a maior
parte do 6nus global do cancer pode ser observada em paises em desenvolvimento,
principalmente aqueles com poucos e médios recursos. Nas ultimas décadas, o
cancer ganhou uma dimensdo maior, convertendo-se em um problema de saude
publica mundial. A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) estima que, no ano 2030,
ocorram 27 milhdes de casos de cancer, 17 milhdes de mortes por cancer e 75
milhdes de pessoas vivas, anualmente, com céncer. O maior efeito deste aumento
vai incidir em paises com baixa e média rendas (5).

De acordo com a World Health Statistics 2012, o niumero de mortes anuais
causadas pelo cancer aumentard de 7,6 milhdes para 13 milhdes no periodo entre
2008 a 2030. Os dados relatados compreendem um levantamento de casos
diagnosticados entre os 194 paises membros da OMS (6).

Em paises ricos, predominam os céanceres de pulmdo, mama, prostata e
cllon, enquanto que em paises de baixo e médio recursos, 0s canceres
predominantes sao os de estdbmago, figado, cavidade oral e colo do utero. No
entanto, atualmente, vem sendo observado um aumento progressivo nos canceres
de pulmdo, mama e colon e reto em paises de baixa renda, os quais, nao
apresentavam essa importancia e magnitude. O cancer e outras doencgas cronicas
ndo transmissiveis vém se tornando cada vez mais comuns no mundo todo. No
Brasil, processos de transicdo tém produzido importantes mudancas no perfil das
enfermidades que acometem a populacdo, observando-se que a partir do ano de
1960, as doencas infecciosas e parasitarias deixaram de ser a principal causa de
morte, sendo substituidas pelas doencas do aparelho circulatério e pelas neoplasias
(5).

No Brasil, as estimativas para o ano de 2012 séo validas também para o ano
de 2013 e estas apontam a ocorréncia de aproximadamente 518.510 casos novos
de cancer, incluindo os casos de pele ndo melanoma. Sem considerar 0os casos de
cancer da pele ndo melanoma, estima-se um total de 385 mil casos novos. Os tipos
mais incidentes sdo os canceres de pele ndo melanoma, préstata, pulméao, célon e

reto e estbmago para o sexo masculino; e os canceres de pele ndo melanoma,
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mama, colo do utero, colon e reto e glandula tireoide para o sexo feminino. Espera-
se um total de 257.870 casos novos para 0 sexo masculino e 260.640 para 0 sexo
feminino. Confirma-se a estimativa de que o cancer da pele do tipo ndo melanoma
(134 mil casos novos) serd o mais incidente na populacéo brasileira, seguido pelos
tumores de préstata (60 mil), mama feminina (53 mil), colon e reto (30 mil), pulméo
(27 mil), estdmago (20 mil) e colo do utero (18 mil) (Figura 1).

A distribuicdo dos casos novos de cancer segundo o tipo de tumor e segundo
as cinco regides do pais, para 0 sexo masculino, mostra-se heterogénea entre
Estados e capitais do pais. As regides Sul e Sudeste apresentam as maiores taxas,
enquanto as regides Norte e Nordeste, as menores. As taxas da regido Centro-oeste

apresentam um padrao intermediério (5).

Figura 1 - Distribuicdo proporcional dos dez tipos de cancer mais incidentes estimados para 2012 por
sexo, exceto pele ndo melanoma*.

Localizagao primaria casos novos  percentual Localizagao primaria casos novos  percentual
Prostata 60.180 30,8% Homens Mulheres ~ Mama Feminina 52.680 27,9%
Traqueia, Bronquio e Pulmao 17.210 8,8% Colo do Utero 17.540 9,3%
Colon e Reto 14.180 7,3% ~ Colon e Reto 15.960 8,4%
Estomago 12.670 6,5% 3 Glandula Tireoide 10.590 5,6%
Cavidade Oral 9.990 5,1% Traqueia, Bronquio e Puimao  10.110 5,3%
Esofago 7.770 4,0% Estomago 7.420 3,9%
Bexiga 6.210 3,2% Ovario 6.190 3,3%
Laringe 6.110 3,1% Corpo do Utero 4.520 2,4%
Linfoma nao Hodgkin 5.190 2,7% Linfoma nao Hodgkin 4.450 2,4%
Sistema Nervoso Central 4.820 2,5% Sistema Nervoso Central 4.450 2,4%

Fonte: INCA (2012) (5).
Nota: *Numeros arredondados para 10 ou multiplos de 10.

1.2 A angiogénese como alvo para o tratamento do cancer

A angiogénese consiste em um processo onde ocorre a formacédo de novos
capilares a partir de vasos sanguineos pré-existentes. Para que ocorra a
angiogénese, € necessaria uma atividade coordenada de diversos componentes
vasculares, tais como: divisdo de células endoteliais, degradacdo de membranas
vasculares e da matriz extracelular e migracdo de células endoteliais (7). A
angiogénese € requerida tanto em condi¢bes fisiolégicas normais do organismo,
como na reproducdo, embriogénese, diferenciacdo de o6rgdos e reparo tecidual,
guanto em patologias, tais como: no cancer, principalmente naqueles em que ocorre
a formacgéo de tumores solidos, e na doencga inflamatoria crénica (7, 8).

Em condi¢cbes fisioldgicas normais, este evento se inicia por sinais de

hipoxia, hipoglicemia e isquemia. A angiogénese tumoral, no entanto, é



Pagina |18

descontrolada e permanece ativa devido a um desequilibrio entre fatores
proangiogénicos e antiangiogénicos, assim como entre proteinas tumorais e nao
tumorais do hospedeiro. O crescimento tumoral torna-se possivel devido ao
ambiente formado, caracterizado pela hipdxia, levando a formacdo de vasos
sanguineos ao redor do tecido tumoral (7).

Inicialmente, o crescimento tumoral é mantido por vasos sanguineos
localizados préximos ao tumor. Uma vez que o tumor aumenta de tamanho, novos
vasos sanguineos sao requeridos para que este continue crescendo. A habilidade de
um tumor induzir a vascularizacdo pode ocorrer em diferentes estadios da
progresséo, dependendo do tipo e do ambiente tumoral (9).

Em 1971, a hipbtese proposta do Dr. Judah Folkman, publicada no New
England Journal of Medicine, mostrando que o crescimento tumoral e a metastase
sdo dependentes da angiogénese e que tumores soélidos levam a formacao de novos
vasos sanguineos através da secrecdo de fatores pro-angiogénicos pelas células
tumorais, representou o inicio de pesquisas relacionadas a angiogénese e hipdxia, e
suas funcbes no cancer. Além disso, a hipdtese sugeriu que o bloqueio da
angiogénese poderia representar uma nova estratégia para cessar o crescimento
tumoral visto que o inicio desse processo pode ser identificado como um passo
essencial na progressao do cancer (10). Dessa forma, ha mais de quatro décadas, o
desenvolvimento de inibidores da angiogénese tem sido visto como um alvo
desejavel na terapia do cancer, jA que com o0 possivel uso desta estratégia de
tratamento poderia resultar em menos efeitos colaterais aos pacientes (11). Tendo
em vista que a inibicdo da angiogénese provavelmente dificultaria a progresséo e a
nutricdo tumoral, tal fato despertou grande interesse de industrias farmacéuticas em
pesquisas para 0 desenvolvimento de uma nova classe de farmacos.
Consequentemente, surgiram diversos agentes terapéuticos, conhecidos como
farmacos antiangiogénicos, dos quais, alguns foram aprovados para 0 uso clinico
enquanto que outros se encontram, atualmente, em testes para 0 uso em uma
terapia combinada com outros quimioterapicos (8). Neste contexto, o entendimento
de mecanismos regulatorios que controlam a angiogénese continua sendo uma
estratégia para a identificacdo de alvos moleculares para o desenvolvimento de
novos candidatos a farmacos para o tratamento do cancer. Vias moleculares que
promovem a angiogénese sao possiveis alvos devido ao papel importante que
possuem no crescimento e progressao do cancer (11).
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1.3 Metabolismo de nucleotideos

Os nucleotideos sé@o as unidades monomeéricas do acido desoxirribonucleico
(DNA) e do acido ribonucleico (RNA) que participam de diversos processos
bioquimicos. Dentre estes, a promocdo de reacdes termodinamicamente
desfavoraveis através do acoplamento dessas reacdes com a hidrélise das ligacdes
fosfoanidricas dos nucleotideos adenosina-5'-trifosfato (ATP) e guanosina-5'-
trifosfato (GTP); regulacdo de vias metabdlicas através do controle dos niveis de
ATP e GTP e efeitos na sinalizacéo celular em resposta a sinais hormonais (12).

Os nucleotideos sédo formados por ésteres de fosfato de um acgucar de cinco
atomos de carbono (pentose), nos quais uma base nitrogenada esta covalentemente
ligada ao C1' do residuo de agucar. Os ribonucleotideos constituem as unidades
monomeéricas do RNA, no qual a pentose € a D-ribose, enquanto que o0s
desoxirribonucleotideos possuem a 2'-desoxi-D-ribose como pentose e constituem
as unidades monoméricas do DNA (13).

As bases nitrogenadas sdo moléculas planas, aromaticas e heterociclicas,
derivadas de purinas ou pirimidinas. Os nucleotideos séo classificados como
purinicos e pirimidicos. Os principais componentes purinicos dos acidos nucléicos
sdo os residuos de adenina (A) e guanina (G); os residuos pirimidicos sdo os de
citosina (C), uracila (U), que ocorrem principalmente no RNA, e timina (T), que
ocorre no DNA (14).

A biossintese de nucleotideos € um processo biolégico fundamental para a
proliferacdo celular e para quase todas as outras atividades fisiologicas da célula. H&
duas rotas principais para a biossintese dos nucleotideos: a via de novo e a via de
salvamento. Na via de novo, a sintese de nucleotideos inicia a partir de precursores
simples, como aminoacidos, ribose-5-fosfato, CO, e NH3, enquanto que na via de
salvamento, as bases livres e 0s nucleosideos formados no catabolismo de
nucleotideos séo utilizados diretamente (reciclados) para a sintese de
ribonucleotideos e desoxirribonucleotideos (15). A reciclagem de bases pirimidicas
e purinicas pela rota de salvamento € preferencialmente utilizada, pois demanda

menos energia (16).
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1.4 Metabolismo de nucleotideos pirimidicos

A via de biossintese de nucleotideos pirimidicos representa uma via molecular
alvo para o tratamento do cancer visto que algumas de suas enzimas apresentam
uma funcéo importante na progressao tumoral. A uridina 5-monofosfato (UMP) € o
nucleotideo comum formado em ambas as vias (via de novo e via de salvamento) , e
a partir deste composto sao formados os demais nucleotideos pirimidicos (17).

A via de novo para biossintese de nucleotideos pirimidicos resulta na
formacdo de uridina 5'-trifosfato (UTP) e citidina 5'-trifosfato (CTP) (Figura 2). A
biossintese do UMP se da através de uma rota de seis rea¢des quimicas, onde a
primeira € catalisada pela enzima carbamoilfosfato sintase a partir dos substratos

s

glutamina e CO,. Através de quatro reacfes seguintes, orotato € sintetizado e
convertido em orotidina 5'-monofosfato e, posteriormente, em UMP. Por fim, UTP é
formado a partir da fosforilagdo de UMP a uridina 5'-difosfato e, posteriormente, a
UTP, o qual é metabolizado para produzir CTP, por meio da adicdo de um

grupamento amina a partir de um aminoacido glutamina (18).

Figura 2 - Via de novo de pirimidinas.

Via denovo
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l Orotato-fosforribosiltransferase
Orotidina-5"-monofosfato (OMP)
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Fonte: Adaptado de Voet e Voet (2006) (13).
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As pirimidina nucleosideo fosforilases (PyNP) sédo enzimas chave na via de
salvamento de pirimidinas uma vez que estas enzimas promovem uma via
alternativa a via de novo para obtencdo de nucleosideos pirimidicos. Ha dois tipos
de PyNP presente em mamiferos e em diversas bactérias como a Escherichia coli
(E. coli): a uridina fosforilase (UP) e a timidina fosforilase (TP) (19). A UP na
presenca de fosfato inorganico (P;), catalisa a fosfordlise reversivel de uridina em
sua base livre e ribose 1l-fosfato (R1P); e a TP na presenca de P;, catalisa a
fosfordlise reversivel de timidina (dThd) ou 2'-desoxiuridina em suas bases livres e 2-
desoxirribose 1-fosfato (2dR1P) (Figura 3) (19, 20).

A TP faz parte da segunda familia de Nucleosideo Fosforilases (NP-II) e é
especifica para 2'-desoxirribonucleosideos de timina, enquanto que a UP, membro
da primeira familia de Nucleosideo Fosforilases (NP-I), além de ser especifica para
nucleosideos de uridina, também reconhece os 2'-desoxinucleosideos pirimidicos. A
principal diferenca entre as enzimas TP e UP é a elevada especificidade da TP pela
porcao 2'-desoxirribose (19).

Figura 3 - Reac0es catalisadas pelas enzimas PyNP; UP e TP

Base Nucleoside
URACIL § URIDINE i UMP
P +44 UK 4
‘ NH; i

Ribose-1-P  p;

H,0
CYTIDINE
| DEOXYCYTIDINE |
K -
P | H0
URACIL ™ DEOXYURIDINE
2-Deoxy-D-Ribose-1P Pi
TP
THYMINE —» THYMIDINE

2-Deoxy-D-Ribose-1P | Pi

Fonte: Adaptado de Villela et al. (2011) (21).
Nota: Enzimas: UP, uridina fosforilase; TP, timidina fosforilase; UK, uridina quinase UMP, uridina 5'-
monofosfato.
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Por outro lado, alguns micro-organismos como Bacillus stearothermophilus
possuem somente uma PyNP, a qual reconhece ambos os substratos dThd e uridina
e esta nao apresenta seletividade para ribonucleosideos ou
desoxirribonucleosideos. Essa enzima foi classificada como uma NP-II (19).

A via de salvamento de pirimidinas consiste, também, em um importante alvo
para o tratamento de neoplasias, doencas virais e parasitarias visto que as enzimas
que constituem esta via sdo responsaveis pela ativacdo de alguns farmacos
utilizados no tratamento destas patologias (18). Do mesmo modo, as enzimas PyNP
sdo consideradas alvos moleculares importantes para o desenvolvimento de
farmacos para o tratamento do céncer, visto que as células cancerosas utilizam
preferencialmente a via de salvamento para proliferacéo celular (22).

No cancer, o tratamento que utiliza o quimioterapico 5-fluorouracil (5-FU) se
da através da incorporacdo de metabdlitos citotoxicos no pool de nucleotideos os
quais podem agir diretamente interferindo na sintese de DNA e RNA ou via inibicdo
da enzima timidilato sintase (TS) (Figura 4). O 5-FU é convertido em trés
metabdlitos ativos: fluorodesoxiuridina monofosfato (FAUMP), fluorodesoxiuridina
trifosfato (FAUTP) e fluorouridina trifosfato (FUTP). O principal mecanismo de
ativacdo do 5-FU é a sua conversdo em fluorouridina monofosfato (FUMP),
diretamente pela orotato fosforribosil transferase (OPRT) utilizando fosforribosil
pirofosfato (PRPP) como cofator ou indiretamente pela sua conversdo em
fluorouridina (FUR), através da acdo sequencial das enzimas UP e uridina quinase
(UK). O FUMP é posteriormente fosforilado a fluorouridina difosfato (FUDP), o qual
pode ser fosforilado ao metabdlito ativo FUTP ou pode ser convertido a
fluorodesoxiuridina difosfato (FAUDP) pela ribonucleotideo redutase (RR). O FAUDP
pode ser fosforilado ou desfosforilado para gerar os metabdlitos ativos FAUTP e
FAUMP. O 5-FU pode ser convertido a fluorodesoxiuridina (FUDR) através de uma
via de ativagao alternativa mediada pela enzima TP e fosforilado ao metabdlito ativo
FAUMP pela timidina quinase (TK) (23).
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Figura 4 - Metabolismo do 5-FU.

¥ [PRPP)
OPRT

TS
inhibition

Fonte: Longley et al. (2003) (23).

Nota: DPD(dihidropirimidina dehidrogenase); TP(timidina fosforilase); UP(uridina fosforilase);
OPRT(orotato fosforibosiltransferase); TK(timidina quinase); UK(uridina qunase); TS(timidilato
sintase); RR(ribonucleotideo redutase).

1.5 A enzima timidina fosforilase humana (hTP)

A enzima TP foi primeiramente identificada em 1954 como uma enzima
importante na via de salvamento de pirimidinas (24), a qual realiza a reciclagem de
nucleosideos pirimidicos que sao formados durante a degradacdo do RNA ou DNA.
A TP catalisa a conversdo de dThd e 2'-desoxiuridina em suas bases pirimidicas
respectivas e 2dR1P (Figura 5). Esta reacdo é reversivel, entretanto, sua funcao
metabdlica mais importante € no catabolismo de pirimidinas (25).

Outra fungcdo atribuida a TP é relativa a sua atividade desoxirribosil
transferase, onde a enzima realiza a transferéncia do grupamento desoxirribosil de
um nucleosideo pirimidico a uma base pirimidica, resultando na formacdo de um
novo nucleosideo pirimidico, ressaltando sua importancia também na homeostase

da concentracdo de desoxinucleosideos trifosfato (ANTPSs) (26).
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Figura 5 - Reacéo catalisada pela hTP.
o}

N o} e} HO
HO 9 HTP o
o NH o]
o) + O—P—O0OH E | + T
' /& 0—P—0O
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Thymidine Phosphate Thymine 2-deoxyribose 1-phosphate

Fonte: Adaptado de lltzsch et al. (1985) (25).
Nota: A TP catalisa a fosfordlise reversivel de timidina, na presenca de fosfato inorgéanico, resultando
nos produtos timina e 2-desoxirribose-1-fosfato.

Em 1987, uma “nova”’ proteina foi isolada de plaquetas humanas (27) e
denominada de fator de crescimento celular endotelial derivado de plaquetas, do
inglés platelet-derived endothelial cell growth fator (PD-ECGF). Este nome foi dado
devido a sua funcdo de estimular o crescimento celular endotelial, induzir a migracéo
de células endoteliais in vitro e promover angiogénese in vivo (28). Alguns anos
apos essa descoberta verificou-se que a PD-ECGF recombinante possuia atividade
de TP (29) e, através da andlise da sequéncia de aminoacidos, revelou-se que
essas duas proteinas eram idénticas (30). A TP é descrita também como gliostatina,
uma proteina isolada de um neurofibroma humano e considerada um inibidor do
crescimento de astrdcitos e astrocitomas (31). TP, PD-ECGF e gliostatina séo
consideradas proteinas idénticas baseando-se nas suas propriedades quimicas e
biolégicas. Na literatura, o uso de TP e PD-ECGF € o0 mesmo enquanto que 0 nome
gliostatina € restrito para estudos envolvendo artrite reumatdide e doencas
neuroldgicas (32).

O gene que codifica a hTP (Gene ID: 1890) (33) estad localizado no
cromossomo 22 do genoma humano, na localizacdo citogenética 22q13.33,
consistindo de 10 exons dispostos em uma regido de 4,3 kb. Foram identificadas 5
variantes transcricionais resultantes de splicing alternativo (34). Na variante
transcricional 3, ndo ocorre a remocao da sequéncia correspondente ao primeiro
intron das demais variantes, resultando em um transcrito mais longo. Entretanto,
este transcrito codifica a mesma cadeia polipeptidica das variantes transcricionais 1,
2 e 4, correspondente a isoforma-1 da pré-proteina timidina fosforilase humana, de
482 aminoacidos. A variante transcricional 5 codifica a isoforma-2 da pro-proteina

timidina fosforilase (P19971-2) (35), que difere da isoforma-1 pela insercdo da
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sequéncia de aminoacidos “APLPA” na posicdo 386, resultando em uma cadeia
polipeptidica de 487 aminoacidos. Esta isoforma € resultante de um evento de
splicing alternativo do penultimo éxon do transcrito que ocorre especificamente na
variante transcricional 5. Esta isoforma alternativa da timidina fosforilase né&o foi
caracterizada experimentalmente até o momento e, portanto ndo se sabe se ela
desempenha func¢des especificas na célula.

A regido promotora do gene apresenta um contetdo de aproximadamente 75
% de bases nitrogenadas G e C (G+C), seis motivos de ligacdo para o fator de
transcricao spl e nenhuma sequéncia TATA ou CCAAT box, sequéncia reconhecida
pela RNA polimerase Il e presente na maior parte dos genes de eucariotos (32, 36,
37). O fator de transcricdo spl apresenta uma expressdo onipresente e esta
envolvido na transcricdo de varios genes, ligando-se principalmente em sequéncias
GC-boxes e a CT-boxes e também a GT-boxes, no entanto, com menor afinidade. A
atividade transcricional do spl é regulada tanto por modificacdes pds-traducéo
quanto por interacbes com outras proteinas, dentre elas destacam-se supressores
tumorais e oncogenes (38). Além do sitio de ligacdo para o fator de transcricdo sp1,
a regido promotora do gene TYMP contém sitios de ligacdo para outros fatores de
transcricdo, tais como o elemento responsivo estimulado por interferon (ISRE) e o
elemento sequencia y-ativado like (GAS) (32).

O sequenciamento peptidico de uma preparacdo homogénea do fator de
crescimento de células endoteliais derivado de plaquetas (PD-ECGF, hTP), a partir
de plaquetas humanas, revelou que a proteina madura inicia a partir do décimo
primeiro aminoacido apos o sitio de inicio de tradugéo (28). Dessa forma, sugeriu-se,
nesse mesmo estudo, que a sequéncia codificadora de 482 aa [1-482] produz uma
pré-proteina que sofre uma etapa de processamento proteolitico limitado apés sua
sintese, resultando na producao da proteina madura de 472 aa [11-482]. Entretanto,
a natureza desse processamento permanece desconhecida. Estudos do proteoma
humano mostraram também a ocorréncia desse processamento na regido N-terminal
por espectrometria de massa (LC-MS/MS), onde a identificacdo do peptideo
correspondente aos aminoacidos 11-34 (APPAPGDFSGEGSQGLPDPSPEPK) da
hTP foi detectada principalmente em lisados de plaquetas (39). Por outro lado,
estudos do proteoma humano evidenciam também a existéncia da forma precursora
in vivo em linhagens de células tumorais. Analises proteémicas de tecidos humanos

identificaram o] peptideo correspondente aos aminoacidos 2-34
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(AALMTPGTGAPPAPGDFSGEGSQGLPDPSPEPK) da hTP (39). Essas evidéncias
sugerem que a forma da hTP n&o clivada, suposta forma precursora, pode
representar também uma forma biologicamente ativa importante nesses tecidos.
Além das formas precursora e madura, a hTP encontra-se em grandes
guantidades na placenta, onde outras duas formas alternativas da enzima sao
detectadas. A primeira variante da hTP compreende uma proteina de 27 kDa,
resultado de um splicing alternativo (32), enquanto que na outra forma, a proteina &
clivada na treonina6 (Thr6) ao invés de ser clivada na Alaninall (Alall) (40). A hTP
esta presente em diversos tecidos normais e em células, apresentando niveis altos
de expressdao em macréfagos, células estromais, gliais, reticulocitos, alguns
epitélios, tecidos do trato digestivo, glandulas salivares, cérebro, bexiga, baco e
pulm&o. No interior da célula, ela esta presente tanto no nicleo como no citoplasma,
além disso, a hTP pode ser detectada no plasma e no soro, provavelmente, devido a

danos ou renovacao celular (32).

1.6 A estruturada hTP

A enzima TP foi, primeiramente, purificada de bactérias como E. coli e
Salmonella typhimurium (S. typhimurium) (41, 42) e, anos mais tarde, a hTP foi
extraida do tecido corio-amnidtico (43). A sequéncia de aminoacidos da enzima se
manteve altamente conservada durante a evolucdo, apresentando 39 % de
similaridade em relacdo a sequéncia de aminoacidos da TP de E. coli. A TP de
diferentes organismos apresenta-se como um homodimero, consistindo de duas
subunidades idénticas que se associam ndo covalentemente. O dimero apresenta
uma massa molecular que varia de 90 kDa em E. coli a 110 kDa em mamiferos (32).

Em 1990, a estrutura cristalografica da TP de E. coli foi determinada com uma
resolucéo de 2.8 A e as analises cristalograficas revelaram que cada subunidade é
composta de um dominio a-helicoidal e de um dominio /B, separados por uma
fenda. O sitio ativo da enzima consiste do sitio de ligacdo para o substrato dThd no
dominio a, e do sitio de ligacdo para o fosfato P; no dominio o/f (44). Em 2004, a
estrutura cristalografica da hTP foi determinada complexada com um substrato
analogo, um potente inibidor da enzima, o 5-cloro-6-[1-(2-iminopirrolidinil)metil] uracil
hidrocloreto (TPI), com uma resolucdo de 2.1 A (45). Em 2006, uma nova estrutura

da hTP foi determinada, complexada com o produto timina. Diferentemente da
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estrutura do complexo TP:TPI, a nova estrutura corresponde a uma proteina nao
tripsinizada (46).

As resolugdes estruturais da hTP mostram os residuos de aminoacidos que
participam na catalise enzimética e na ligagdo aos substratos, fornecendo as
possiveis interacfes que ocorrem entre a enzima e o ligante. Além disso, as
estruturas cristalograficas da hTP mostram que presenca dos substratos nos sitios
ativos da enzima leva a uma mudancga de conformacao estrutural, de uma forma
aberta para uma forma fechada, e o movimento dessa estrutura formada parece ser

fundamental para atividade enzimatica (45 — 48).

1.7 hTP e o cancer

A expressdao de hTP em tumores é regulada por diversas situacbes de
estresse celular, tais como: radioterapia, quimioterapia, citocinas inflamatodrias,
hipoxia e diminuicAo do pH intracelular. Niveis altos da expressdo de hTP séo
encontrados em diversos tipos de tumores solidos em relacdo ao tecido nado
neoplasico correspondente e no plasma. Estes niveis de expressdo elevados
também podem ser observados em tumores ndo solidos, como no linfoma de
Hodgkin e em outras patologias como aterosclerose e doencas inflamatérias. A
expressao de hTP é correlacionada com uma densidade de microvasos elevada, um
estadio tumoral avancado e metastase. Na maioria dos casos de cancer, a
expressao associa-se, também, a um prognéstico ruim da doenca (32, 49).

Uma das principais fung@es atribuidas & hTP no cancer é associada ao seu
potencial angiogénico no crescimento e na progressdao tumoral. Analises de
mutagénese sitio-dirigida revelaram que a atividade enzimatica da TP é essencial
para que ocorra a angiogénese (50, 51). Além disso, a TP esta envolvida na
migracdo de ceélulas endoteliais, na expressdo e/ou secregcdo de fatores
angiogénicos, na inducdo de metastase e na protecdo de células cancerosas contra
apoptose (49, 52). O mecanismo pelo qual a hTP promove a angiogénese é ainda
incerto, no entanto, sugere-se que os produtos da reagéo catalisada por esta enzima
sejam os responsaveis pelas propriedades angiogénicas (51, 53).

A migragéo de células endoteliais mediada pela TP depende do catabolismo
intracelular da dThd e subsequente liberacdo de um dos produtos, o 2-desoxi-D-
ribose (2dR), considerado ser o responsavel pela atividade angiogénica da enzima.
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Enquanto a enzima permanece intracelular, o metabdlito 2dR atravessa a membrana
celular formando um gradiente quimiotatico, exercendo um papel biolégico sobre
outras células. O 2dR age como um quimioatrativo, principalmente, induzindo a
migracdo de células endoteliais para o ambiente tumoral, levando a formacéo de

novos vasos sanguineos (Figura 6) (32).

Figura 6 — A funcao da hTP na promocéo da angiogénese.

| Stimulation of angiogenesis
o
O O IL-8 ( ) /7
0 —* a - £ IDDM TP O D
1 EC migration .
:E v EC pv:hkulw- 4 5 ; / TP >zm) 3 (&)
0 Y VEGFZ D Oy A 8 ¢
A 1Y &Y
0 ~ TP/ »20DR TP %
AL B, () | »0R | @ @
0 | Cleavage of the ECM &0 " ‘/ < \
0 Q7 Q7 I R oy O : Pl
<l O~ ~ Sensitivity to 5FU prodrugs
i 20DR < TP < qp =
Tnicgrins &
el ap 7 W \
0 N ~ o0k ¥ 9 e
EC -rgulu-‘
Q L
0 o
O (] 0

Fonte: Adaptado de Bronckaers et al. (2009) (32).

Estudos tém demonstrado possiveis vias intracelulares que podem estar
relacionadas a inducdo de angiogénese mediada pela hTP. Os primeiros produtos
formados através da fosforélise da dThd pela hTP sdo 2dR1P e timina. Apds ser
formado, o 2dR1P desaparece rapidamente, possivelmente pela sua conversao em
2dR ou 2'-desoxirribose-5-fosfato (dR-5-P). dR-5-P pode ser convertido, entdo, em
gliceraldeido-3-fosfato (G3P), o qual é um intermediario da via da pentose-fosfato ou
da via glicolitica. O 2dR pode formar produtos finais glicados, do inglés advanced
glycation end products (AGE), ou espécies reativas de oxigénio (ROS). As reacdes
para formacdo destes produtos produzem radicais livres e, consequentemente, a
formacdo de AGE a partir destas reacfes pode ser responsavel pela atividade
angiogénica da hTP. Neste contexto, o metabolismo intracelular do 2dR induz
estresse oxidativo em células tumorais que expressam TP, o que resulta na
secrecdo de fatores angiogénicos como o fator de crescimento endotelial vascular
(VEGEF) e interleucina-8 (IL-8) (53).
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Diante das propriedades angiogénicas relatadas, a hTP tornou-se um
potencial alvo molecular de pesquisa para o desenvolvimento de compostos
inibidores da sua atividade enzimatica. Tais compostos representariam uma nova

alternativa para diminuir a angiogénese e a progressao tumoral.

1.8 Inibidores da hTP

A enzima hTP € um alvo molecular de estudos para o desenvolvimento de
inibidores enziméticos com potencial utilizacdo na terapia do cancer. A terapia que
tem como alvo a hTP utiliza farmacos ou outras substancias a fim de interromper a
progressédo tumoral induzida pela formacao de novos vasos sanguineos (54). Além
disso, visto que as células tumorais utilizam preferencialmente a via de salvamento
para divisdo celular, sugere-se que a inibicdo desta via, através da inibicdo da
atividade da hTP, resultaria na reducéo do crescimento tumoral (22, 46).

Os inibidores promoveriam a inibicdo de funcfes bioldgicas mediadas pela
hTP, tais como: estimulacdo da angiogénese, inibicdo da apoptose, promocao da
metéstase, assim como levariam ao aumento da atividade antitumoral dos derivados
de nucleosideos (0os compostos 2'-desoxipirimidinas) que sdo rapidamente
inativados pela hTP, como o analogo de nucleosideo 5-trifluortimidina (TFT) (49). No
entanto, as quimioterapias que adotam pré-drogas como o 5-FU no regime
terapéutico seriam incompativeis com os inibidores da hTP visto que uma das vias
de ativacdo do 5-FU depende da atividade enzimatica da hTP (Ver Figura 5) (55).
Neste contexto, os inibidores da hTP poderiam representar um tratamento alternativo
aos tumores que apresentam resisténcia as fluoropirimidinas.

Ha mais de 30 anos os analogos de pirimidinas derivados da uracila, 6-
aminotimina e 6-amino-5-bromouracil s&o compostos conhecidos com capacidade
de inibir a enzima hTP (55). O derivado de pirimidina mais potente, o TPI, possui
uma ICsp (concentragdo que inibe 50 % da atividade da enzima) de 35 nM, sendo
capaz de inibir diversas fungbes bioldégicas mediadas pela hTP, podendo ser
considerado um novo potencial agente antimetastatico (56). Compostos como 0s
analogos de purinas, as pro-drogas que inibem a atividade da hTP em condicdes de
hipoxia e o0 estereocisoméro 2-desoxi-L-ribose representam outras classes de
inibidores da hTP em estudo para o desenvolvimento de novos farmacos para o
tratamento do cancer (32, 49).
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Considerando que os inibidores da hTP podem ser uteis na prevencao da
degradacdo de analogos de nucleosideos com propriedades citotoxicas, a
combinagdo do TPI com o TFT, designado TAS-102, encontra-se em ensaios
clinicos de Fase Il no tratamento de pacientes com cancer colorretal metastatico
(57). Espera-se que a combinacdo dos farmacos ndo somente aumente a eficacia
biolégica do andlogo de nucleosideo com propriedade antitumoral, mas também,
que o TPI exerca uma atividade antiangiogénica e previna a metastase (58).

Tendo em vista a importancia do desenvolvimento de novos inibidores da
hTP, compostos quimicos com acao inibitéria da atividade enzimatica podem ser
obtidos a partir de analogos estruturais aos substratos, aos produtos ou ao estado
de transicdo da reacdo enzimética (59). O desenho de inibidores analogos ao estado
de transicdo resulta em uma interacao mais forte ao sitio ativo da enzima em relacéo
aos analogos de substrato; desta forma, o conhecimento do estado de transicdo
representa uma ferramenta importante para o desenvolvimento de novos farmacos
mais potentes. Um inibidor analogo ao estado de transicdo compreende uma
molécula quimicamente estavel, com caracteristicas semelhantes ao estado de
transicao, tais como: comprimento de ligacdo, angulos e densidade eletrénica (60).

A maioria dos inibidores identificados para hTP compete pelo sitio de ligacdo
do substrato pirimidico, denominados inibidores competitivos (55, 61, 62). Os
inibidores multisubstrato que se ligam em ambos os sitios ativo da enzima e
inibidores que se ligam em outro sitio de interacdo (alostérico) na hTP também ja
foram identificados e apresentam diferentes mecanismos de inibicdo enziméatica (55).
Apesar de alguns desses inibidores serem promissores para quimioterapia do
cancer, nenhum composto foi aprovado para o uso clinico até o presente momento.
Dessa forma, a hTP é ainda considerada um alvo molecular atrativo para a busca de
novos inibidores da sua atividade enzimatica. O planejamento e sintese de novos
compostos que tenham como alvo o sitio de ligacdo dos substratos ou o possivel
sitio alostérico na hTP podem levar ao desenvolvimento de inibidores potentes e

seletivos, candidatos a fArmacos para o tratamento do cancer.
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2. Justificativa

A importancia da enzima hTP na quimioterapia do cancer esta baseada no
fato de sua atividade catalitica ser fundamental na promocdo da angiogénese
através da estimulacdo da migracdo de células endoteliais no ambiente tumoral.
Além disto, o fato de a hTP estar envolvida na progressao do cancer e na metastase
reforca a hipotese de que esta enzima seja um potencial alvo para o
desenvolvimento de novos compostos para o tratamento do cancer.

A relevancia da hTP na quimioterapia do cancer, h4 mais de 30 anos, tem
gerado um grande interesse no desenvolvimento de novos compostos inibidores da
sua atividade enzimatica, visto que todos 0s compostos propostos até o presente
momento, ndo foram aprovados para uso clinico. A busca por novos inibidores da
hTP tem como perspectiva o desenvolvimento de um novo candidato a farmaco
antiangiogénese que possa ter agdo também sobre a concentragéo intracelular de
analogos de nucleosideos, como o TFT, com propriedades citotoxicas, porém
degradados pela hTP.

Este trabalho, portanto, pretende realizar a caracterizacdo bioquimica do
precursor e da proteina madura hTP. O estudo de ambas as enzimas foi proposto
visto que existem algumas evidéncias de que a forma precursora exista in vivo e,
desta forma, pode representar também um alvo terapéutico importante para o
desenvolvimento de inibidores da sua atividade. Além disso, buscou-se identificar
novos compostos inibidores que possam, posteriormente, servir como base para o
desenvolvimento de novos candidatos a farmacos e seu possivel uso na

quimioterapia do cancer.
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3. Objetivos

3.1 Objetivo geral

Este trabalho teve por objetivo geral a caracterizacdo bioquimica da enzima
hTP (precursor e proteina madura), assim como a busca por compostos inibidores

desta enzima.

3.2 Objetivos especificos

Os objetivos especificos compreendem:

e Amplificacdo da sequéncia gendmica que codifica a hTP, clonagem do
fragmento amplificado em vetor de clonagem e subclonagem em vetor de

expressao.

e Expressdo e purificagcdo das enzimas hTP (precursor e proteina madura)

recombinantes.
e Analise da estrutura primaria e confirmacéo da identidade da proteina.
e Caracterizacao cinética das enzimas em estudo.
e Estudos termodindmicos da ligacdo dos substratos e produtos as hTPs.
e Modelagem molecular das enzimas hTPs.

e Planejamento e sintese de possiveis compostos inibidores da atividade

enzimatica das hTPs.

e Avaliagédo do potencial inibitorio dos compostos quimicos sintetizados sobre a

atividade enzimatica das enzimas hTP.
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4. Metodologia

4.1 Obtencdo do cDNA a partir do RNA isolado de tecido colorretal tumoral por
RT-PCR.

No presente trabalho foi utilizado o remanescente de uma amostra de RNA
total isolado de um tecido colorretal tumoral utilizado em outro trabalho desenvolvido
e publicado pelo nosso grupo (63). Tal estudo havia sido submetido e aprovado pelo
Comité de Etica em Pesquisa envolvendo Seres Humanos da PUCRS (CEP
07/03601) e pela Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP). No entanto,
para reutilizacdo do RNA, o presente projeto foi submetido e aprovado pelo CEP
(Namero de Protocolo 11/05429; Anexo A).

Previamente, o RNA total foi isolado de tecido colorretal tumoral proveniente
do Hospital S&do Lucas de Porto Alegre a partir de um tumor enucleado na rotina do
Servi¢co de Oncologia. O tecido foi armazenado em uma solucdo de estabilizacdo de
RNA (RNA later™ RNA Stabilization Reagent, Ambion). Aproximadamente 30 mg de
tecido foram utlizados para o isolamento do RNA total. A porcdo do tecido
selecionada foi macerada apds imersdo em nitrogénio liquido e solubilizada com
tampdo de lise. O tecido lisado foi transferido para colunas de afinidade
cromatografica, processado de acordo com o protocolo de isolamento do RNA
(RNeasy® Protect Qiagen) e armazenado a -80 °C. A verificagdo da concentragao
total de RNA e a densidade oOptica (OD) 260 nm/280 nm foram verificadas utilizando
um espectrofotdmetro UV-VIS. O DNA complementar (cDNA) foi sintetizado a partir
do RNA total isolado (remanescente) utilizando oligonucleotideos sintéticos
(primers), dNTPs, cloreto de magnésio (MgCl,;) e a enzima derivada do virus da
leucemia mieldide aviaria (MultiScribe™ Reverse Transcriptase, TagMan® Reverse
Transcription Reagents, Roche Molecular). O cDNA sintetizado foi armazenado a
-20 °C.

4.2 Amplificacdo do gene TYMP que codifica a enzima hTP

A amplificagcdo do gene TYMP (NM_001953.4) que codifica o precursor e a

proteina madura da hTP consistiu no desenho de primers complementares as
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regides flanqueadoras 5 e 3' da ORF (Open Reading Frame) a partir do mRNA
variante 2 humano encontrada na base de dados NCBI (NM_001953.4), contendo
sitios para enzimas de restricdo Ndel e Hindlll, respectivamente.

O desenho do primer direto para a amplificagdo do precursor da hTP teve
inicio no codon que codifica para Metioninal e tem como sequéncia de nucleotideos:
5 GACATATGGCAGCCTTGATGACCCCGGGAACC 3’; o primer direto para
amplificacdo da proteina madura teve inicio no cédon que codifica a Alall e tem
como sequéncia: 5° GACATATGGCCCCACCCGCGCCTGGTGACTT 3’, ambos com
sitio de restricdo para enzima Ndel; e o primer reverso, tem como sequéncia: 5’
AAAAGCTTTCATTGCTGCGGCGGCAGAACGAGC 3’ com sitio de restricdo para a
enzima Hindlll.

Esses oligonucleotideos foram utilizados para amplificar o gene TYMP, a
partir do cDNA obtido do RNA total isolado de tecido colorretal tumoral, através da
reagdo em cadeia da polimerase (PCR) utilizando a enzima DNA polimerase de
Pyrococcus furiosus, Pfu® Turbo DNA Polymerase (Stratagene), que possui
atividade de exonuclease 3'-5’ e confere alta fidelidade de amplificagdo. A mistura
de reacdo final (50 pL) continha: DNA polimerase de Pyrococcus furiosus, Pfu®
Turbo DNA Polymerase (Stratagene); tampdo de reacdo 10x Pfu Turbo® DNA
Polymerase (Stratagene), dNTPs, primers sintéticos e a fonte de cDNA. As
condicbes para a obtencdo dos produtos de amplificacdo esperados foram
otimizadas variando-se fatores como temperatura de anelamento e presenca de
aditivos, como dimetilsulféxido (DMSO).

Os produtos de PCR foram separados por eletroforese em gel de agarose 1
% contendo brometo de etideo, isolados do gel (QIAquick Gel extraction Kit, Qiagen)
e armazenados para a ligacdo no vetor de clonagem pCR®-Blunt (Invitrogen) e,

posteriormente, subclonagem em vetor de expressao pET23a(+) (Novagen).

4.3 Clonagem do gene TYMP no vetor pCR-Blunt®

Os fragmentos purificados foram clonados em vetor de clonagem pCR-Blunt®
(Invitrogen), utilizando a enzima T4 DNA ligase. Este kit realiza a clonagem de
fragmentos de PCR de extremidades cegas, selecionando o0s vetores

recombinantes, pois a ligagdo do fragmento ao vetor interrompe a expressao de um
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gene letal para a célula, o ccdB. Os vetores recombinantes (pCR-Blunt::TYMP)
foram posteriormente transformados em células eletrocompetentes de E. coli
DH10B, através de eletroporacdo (Gene Pulser II; Capacitance Extender Il; Pulse
Controller I, BIO-RAD) seguida de posterior crescimento em placas de cultura (meio
Luria-Betani — LB) contendo canamicina 50 pg mL™ — antibiético de resisténcia do
vetor — para a sele¢cdo das células recombinantes e subsequente inoculacdo em
meio LB liquido contendo canamicina 50 pg mL™, para crescimento. Apés, foi feita a
extracdo do DNA plasmidial (Qiaprep Spin Miniprep — Qiagen) e clivagem com a
enzima de restricdo EcoRI (Cenbiot Enzimas) para confirmacédo da ligacdo dos
fragmentos correspondentes as sequencias dos genes de interesse (1448 pb para o
precursor e 1415 pb para a proteina madura) ao vetor. Os fragmentos foram

analisados por meio de eletroforese em gel de agarose 1 %.

4.4 Subclonagem do gene TYMP em vetor de expressao pET-23a(+)

Para realizar a transferéncia dos genes de interesse para um plasmideo de
expressao heterdloga, os vetores pCR-Blunt:: TYMP obtidos anteriormente, foram
clivados com enzimas de restricdo Ndel e Hindlll. Uma clivagem com as mesmas
enzimas foi realizada no vetor de expressao pET-23a(+) (Novagen) a fim de gerar
extremidades coesivas entre o vetor e os fragmentos. Os fragmentos clivados foram
entdo inseridos no vetor de expressao pET-23a(+), na presenca da enzima T4 DNA
ligase. Os vetores de expressao recombinantes foram introduzidos por eletroporacao
em células E. coli DH10B, e inoculados para crescimento em meio LB liquido (com
adicdo do antibiotico) para posterior extracdo do DNA plasmidial (Qiaprep® Spin
Miniprep — Qiagen). Os produtos obtidos nessa etapa sdo denominados plasmideos
pPET-23a(+)::TYMP. A confirmagéo da presenca dos insertos em vetor de expressao
pET-23a(+) foi realizada pela clivagem dos plasmideos recombinantes com as
mesmas enzimas de restricdo e visualizagdo da liberagdo dos insertos apés

eletroforese em gel de agarose 1 %.

4.5 Sequenciamento dos fragmentos clonados no vetor pET-23a(+)

Os DNAs plasmidiais, contendo os insertos (pET-23a(+):TYMP), foram
quantificados no espectrofotometro Ultrospec 3100 pro (Amersham Biosciences)
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utiizando o programa DNA quantification, que mede a absorbéancia em dois
comprimentos de onda, 260 nm e 280 nm. A leitura em 260 nm permite o calculo da
concentracdo de acidos nucléicos na amostra, em que uma OD de 1 corresponde a
aproximadamente 50 pg mL™ para DNA dupla fita. A relacéo entre as leituras a 260
nm e 280 nm (ODy0/OD2gp) proporciona uma estimativa de pureza de &acidos
nucléicos. Preparacdes puras de DNA possuem valores de OD de 1,8.

Os DNAs plasmidiais contendo os insertos pET-23a(+):TYMP foram
sequenciados no Centro de Estudos do Genoma Humano pertencente ao Instituto
de Biociéncias da USP, a fim de verificar a identidade da sequéncia e a auséncia de

mutacodes.
4.6 Expressao das proteinas recombinantes hTP

Os plasmideos recombinantes pET-23a(+)::TYMP foram transformados em
diferentes cepas de E. coli, onde diferentes meios de cultivos e temperaturas de
crescimento foram testados bem como a presenca ou ndo do indutor isopropil B-D-
tiogalactopiranosideo (IPTG). A inducéo por IPTG facilita a expressédo de proteinas
sob controle do promotor do bacteriéfago T7, uma vez que o0 mesmo é um anélogo
da lactose (64).

Diferentes cepas de E. coli (Novagen) foram transformadas com os DNAs
plasmidiais pET-23a(+)::TYMP e, paralelamente, com o vetor pET-23a(+) (controle
negativo) por eletroporagdo. As células transformadas foram entdo semeadas em
placas de Petri contendo meio LB sélido e antibidtico(s) apropriado(s) e
armazenadas em estufa a 37 °C, por 16 h. ApGs o crescimento, 0s pré-indculos
foram realizados através da adicdo de uma colénia em meio LB liquido contendo
antibiotico, que, subsequentemente, foram utilizados para a realizagcdo dos indculos
em meio de cultura que apresentou o melhor resultado. Uma vez que os inoculos
foram preparados, eles foram incubados a 37 °C, sob agitagcdo (180 rpm) em
agitador orbital (shaker) até as culturas atingirem ODgoo entre 0,4 e 0,6, (Ultrospec
3100 pro — Amersham Biosciences). Atingindo a ODggy desejada, um controle
positivo pET-23a(+)::TYMP e um controle negativo pET-23a(+) de cada proteina
foram induzidos com IPTG. As culturas foram incubadas (30 °C e 37 °C) para
crescimento e a superexpressao das proteinas de interesse foi verificada através da

realizacdo de coletas periddicas. As amostras resultantes das diferentes coletas
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foram rompidas por ultrassom (Vibra cell, SONICS) e centrifugadas para separacéo
das fracOes. As fracOes sollveis (sobrenadantes) foram separadas das fracdes
insoltveis (pellet) e todas as amostras foram submetidas a eletroforese vertical em
gel de poliacrilamida com dodecil sulfato de sédio (SDS-PAGE 12 %) corado com

Comassie Blue.

4.7 Purificacéo das proteinas recombinates hTP

Para a purificacdo das proteinas recombinantes, realizou-se um crescimento
celular em maior escala com as melhores condi¢cdes de expressao para obtencao
das proteinas na fracdo solavel. Posteriormente, as células de E. coli foram
rompidas e as proteinas alvo contidas nas fracfes soluveis foram purificadas
utilizando o sistema de purificacdo AKTA (GE HealthCare) através de um sistema de
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC). Todos os passos da purificacao
foram realizados a 4 °C e a eluicdo das proteinas foram monitoradas por UV.
Primeiramente, as células foram ressuspensas (10 mL g célula) em tamp&o Tris 50
mM pH 7,5 (tampdo A) e tratadas com lisozima (0,2 mg mL™Y) para facilitar o
rompimento celular, seguido de agitacdo por 30 min a 4 °C. Apés agitacao, as
células foram rompidas por ultrassom e centrifugadas, para separacdo das fracdes.
Ao sobrenadante, foi adicionado sulfato de estreptomicina para precipitacdo dos
acidos nucleicos, a uma concentracao final de 1 %, seguido de agitacdo por 30 min
a 4 °C, e centrifugacdo. A fracdo soluvel foi dialisada contra o tampé&o A até atingir
uma concentracdo minima de sulfato de estreptomicina. A amostra dialisada foi
aplicada em uma coluna de troca aniénica Q Sepharose Fast Flow. Para a eluicao,
foi utilizado um gradiente linear (0 — 100 %) de 20 volumes de coluna (CV) do
tampéao Tris 50 mM + cloreto de sodio (NaCl) 500 mM pH 7,5 (tampéo B). Apos a
analise por SDS-PAGE 12 %, as fracbes contendo a enzima recombinante foram
coletadas e a amostra foi dialisada novamente contra o tamp&o A para diminuir a
concentracdo de sal. Em seguida, a amostra foi tratada com 1,4 M de sulfato de
amonio ((NH4).SO,) sob agitacdo, até atingir a concentracao final de 700 mM, imersa
em gelo por 1 h e centrifugada. A amostra foi aplicada em uma segunda coluna
cromatografica de interacdo hidrofébica HiLoad Phenyl Sepharose HP 16/10. Para a
eluicdo, foi utilizado um gradiente linear de 20 CV do tamp&o Tris 50 mM +
(NH4).SO,4 700 mM pH 7,5 (tampdo C). Apds a eluicdo, as fracbes contendo a
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proteina recombinante foram coletadas e dialisadas contra o tampéao A, para a
retirada do sal remanescente. As proteinas recombinantes homogéneas foram

analisadas através de SDS-PAGE 12 % e armazenadas a -80 °C.
4.8 Quantificacao total das proteinas recombinantes hTP

Para determinacdo da concentracdo total de proteina foi utilizado o kit Bio-
Rad Protein Assay (BIORAD), o qual se baseia na técnica desenvolvida por Bradford
(65). A curva-padrao foi realizada utilizando albumina de soro bovino. Todos o0s
pontos da curva e amostras das proteinas recombinantes foram analisados em

triplicata, em espectrofotometro Ultrospec 3100pro.

4.9 Identificacdo das proteinas recombinantes hTP por espectrometria de

massa (MS)

Determinacdo da massa molecular intacta: Para a determinacdo da massa
molecular intacta e realizacdo do mapeamento peptidico, amostras das proteinas
homogéneas foram dessalinizadas em colunas de resina de cromatografia de fase
reversa (POROS R2-50 resin) (Applied Biosystems, USA). A determinagéo da massa
molecular foi conduzida utilizando amostras homogéneas e dessalinizadas do
precursor e da proteina madura hTP reconstituidas em 50 % acetonitrila/acido
férmico 0,1 % e diretamente injetadas na fonte de ionizac&o por eletrospray lonMax.
Os espectros completos da faixa de 600 a 2.000 da relacdo entre massa e carga (m
z'!) foram coletados por tempos de 10 a 60 min, com e sem microvarreduras por
varredura, em um espectrbmetro de massas hibrido LTQ-Orbitrap Discovery
(Thermo, USA) com uma resolucdo de 30.000 em 400 m z*, usando valor de cargas
de 106 no controle de ganho automatico em Fourier transformer. A média dos
espectros foi processada utilizando o programa MagTran (66) para a deconvolucéo
dos estados de carga.

Mapeamento peptidico: Amostras das proteinas homogéneas foram
submetidas a digestdo com tripsina e os peptideos gerados foram submetidos a
analise por cromatografia liqguida associada a espectrometria de massa com
fragmentacao induzida por colisdo (LC-MS/MS) (67). Os espectros de fragmentagao

foram interpretados para a identificacdo das sequéncias dos peptideos através do
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programa proteome Discoverer 1.3 (Thermo, USA) e comparados com espectros
tedricos obtidos da digestdo triptica in silico do proteoma humano (68) a fim de
confirmar a identidade da proteina recombinante.

Os ensaios foram realizados no Centro de Pesquisas em Biologia Molecular e
Funcional (PUCRS) utilizando os espectrémetros de massas LTQ-XL e LTQ Orbitrap
Discovery (Thermo), sob a coordenacéo do Dr. Cristiano V. Bizarro.

4.10 Determinacdo do estado oligomérico em solucdo das proteinas

recombinantes hTP

As massas moleculares das proteinas homogéneas biologicamente ativas em
solucéo foram realizadas pela técnica de HPLC, utilizando uma coluna de excluséo
por tamanho Superdex 200 (HR 10/30) (GE Healthcare) pré-equilibrada com Tris 50
mM pH 7,5 contendo 200 mM de NaCl a um fluxo de 0,4 mL min™. Foi realizada uma
curva de calibracdo com diferentes proteinas-padrdo de massa molecular conhecida
(ferritina, catalase, aldolase, albumina, ovalbumina, quimiotripsinogénio A e
ribonuclease A — LMW e HMW Gel Filtration Calibration Kit — GE Healthcare) (69,
70), medindo seus volumes de eluicao e calculando os correspondentes coeficientes
de particdo, plotando estes valores versus o logaritmo de suas respectivas massas
moleculares. Blue dextran 2000 (Ge Healthcare) foi utilizado para determinar o

volume morto. A eluicdo das proteinas foi monitorada a 215, 254 e 280 nm.

4.11 Teste de atividade das enzimas hTP e determinacdo do coeficiente de

absortividade molar (g)

A atividade catalitica das enzimas hTP foi determinada para todas as etapas
da purificacdo. O ensaio de atividade direto e continuo foi determinado pela
mudanca da absorbéncia detectada pelo espectrofotometro (UV-2550 UV/Visible
spectrophotometer; Shimadzu) a 290 nm, 37 °C em Tris 50 mM pH 7,5 (71) por 60 s,
sob condi¢des de velocidade inicial em estado estaciondrio. Este ensaio enzimatico
€ baseado na maxima diferenca de absorbancia a 290 nm entre o substrato dThd e
o produto timina, no qual se observa um decréscimo em absorbancia quando dThd é
convertida em timina pela agdo enzimatica da hTP. Uma unidade de hTP é definida

como a quantidade de enzima necessaria para converter 1 umol de dThd em timina
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por minuto, em um caminho éptico de 1 cm. Reac¢des na auséncia das enzimas
foram monitoradas a fim de subtrair possiveis artefatos quimicos gerados durante a
leitura de reacao.

O coeficiente de absortividade molar (¢) foi determinado de acordo com a lei
de Beer-Lambert, através da medida das diferencas de absorbancia correspondente
as diferentes concentracdes entre o produto e o substrato a 290 nm, 37 °C em Tris
50 mM pH 7,5. As concentracdes de produto e substrato versus as diferencas de
absorbancias foram plotadas em um gréafico gerando uma funcéao linear, onde o valor
da inclinacdo correspondeu ao €. A determinacdo do ¢ foi realizada para sua
posterior utilizacdo nos célculos das constantes cinéticas descritas nos itens a

seqguir.

4.12 Determinacao das constantes cinéticas aparentes

As constantes cinéticas aparentes em estado estacionario, a constante de
Michaelis-Menten (Ky) e a constante catalitica (Kca), foram determinadas para cada
um dos substratos, onde o Ky € definido como a concentracdo de substrato na qual
a velocidade inicial (v) é igual a metade da velocidade maxima (Vmax) da reacéo
enzimatica, ou ainda, o Ky representa a concentracdo de substrato em que metade
dos sitios ativos da enzima estdo ocupados (saturados) pelas moléculas do
substrato. O valor do k. refere-se ao numero de ciclos (turnover) da enzima que
ocorre por uma unidade de tempo e é definido como a velocidade méaxima em que
uma reacdo enzimatica pode ocorrer em uma concentracdo fixa de enzima e
saturante de substrato (72). Para o substrato dThd, as constantes cinéticas
aparentes foram determinadas variando-se as concentragdes de dThd (30 — 1.200
MM) em concentragao fixa e saturante de P; (10 mM) para o precursor da hTP, e
variando-se as concentracbes de dThd (50 — 900 puM) em concentracdo fixa e
saturante de P; (2 mM) para a hTP madura, nas condi¢cbes de ensaio padrao. Para a
obtencdo das constantes cinéticas aparentes do P;, variaram-se as concentracdes
de P; (100 — 6.000 pM) em concentracao fixa e saturante de dThd (500 pM) para o
precursor da hTP, e variando-se concentracbes de P; (100 — 1.000 pM) em
concentracéo fixa e saturante de dThd (400 uM) para a enzima madura.
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4.13 Determinacdo das constantes cinéticas verdadeiras e do padrdo de

interseccao das retas

Os parametros cinéticos verdadeiros em estado estacionario (Ky e kea) para
cada um dos substratos foram obtidos utilizando concentracdes variadas de um
substrato e diversas concentracfes fixas e diferentes do outro substrato. Estes
estudos possibilitaram um conhecimento inicial do mecanismo cinético enzimatico. A
atividade enzimética foi monitorada em dois experimentos diferentes, primeiramente
para o precursor da hTP: i) variou-se a concentracdo de dThd (40 — 500 puM), em
concentracoes fixas e diferentes de P; (100, 200, 300, 1.000, 4.000 e 6.000 pM); ii)
variou-se a concentracdo de P; (100 — 6.000 uM), em concentracdes fixas e
diferentes de dThd (40, 100, 200, 300, 400 e 500 uM). Para a hTP madura: i) variou-
se a concentracdo de dThd (50 — 500 uM), em concentracdes fixas e diferentes de P;
(70, 100, 150, 200, 400 e 1.000 puM); ii) variou-se a concentracao de P; (70 — 1.000
HMM), em concentracdes fixas e diferentes de dThd (50, 100, 200, 300 e 500 puM).

4.14 Microcalorimetria de titulacdo isotérmica (ITC)

Estudos termodinamicos por ITC da ligacdo dos substratos e dos produtos
as enzimas hTP foram realizados utilizando o Microcalorimetro ITC200 (MicroCal,
Inc., Noryhampton, MA). Para a realizacdo dos experimentos de ligacdo, foi
adicionada agua Milli Q na célula de referéncia (200 pL) e aproximadamente 100 uM
de hTP na célula de amostra (200 pL). A seringa de injecéo foi preenchida com os
substratos (dThd e P;) e os produtos (timina e 2dR1P) em concentragcdes saturantes
como mostra a Tabela 1. As titulagdes foram feitas individualmente na enzima livre a
500 rpm, 37 °C. Os ensaios e o preparo das solu¢des contendo os ligantes foram
conduzidos no mesmo tampao de armazenamento das enzimas de estudo, Tris 50
mM pH 7,5. Os controles experimentais (titulacdo dos ligantes em tamp&o) foram
utilizados para subtrair os possiveis efeitos do calor de diluicdo do ligante. A ligagédo
dos substratos/produtos as enzimas foi medida através da titulacdo direta do ligante
a enzima livre. Os resultados foram analisados utilizando o software Origin 7 SR4
(Microcal, Inc.) através da integracdo dos picos isotérmicos gerados da subtracdo

dos dados da titulacdo controle e da normalizacdo da concentragao.
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Tabela 1 - Concentracdes de enzima, substratos e produtos utilizadas nos experimentos de ITC.

Precursor hTP hTP madura
[Enzima] 64 — 102 pM 88 — 104 uM
[dThd] 1,0 mM 1,0 mM
[Pi] 3,0 mM 3,0 mM
[Timina] 3,0mM 5,0 mM
[2dR1P] 5,0 mM 3,5mM

4.15 Estudos de perfil de pH

Os estudos de pH foram realizados segundo Cook e Cleland (72), para a
determinacdo das constantes cinéticas aparentes em estado estacionario utilizando
um tampdo composto (100 mM 2-(N-morpholino)ethanesulfonic acid/ N-(2-
hydroxyethyl)piperazine-N’-2ethanesulfonic acid/ 2-(cyclohexylamino)ethanesulfonic
acid), em uma determinada faixa de pH.

Primeiramente, as enzimas foram incubadas a 37 °C por 2 min no tampao
descrito acima em uma ampla faixa de pH e suas atividades enziméaticas foram
monitoradas na condicdo de ensaio padrdo, a fim de identificar valores de pH
desnaturantes e garantir a estabilidade das enzimas na faixa de pH testada.

A dependéncia dos parametros cinéticos em funcdo da variacdo do pH foi
determinada monitorando-se a velocidade inicial na presenca de concentracdes
variadas de um substrato, em concentracdes fixas e saturantes do outro substrato,
nos seguintes valores de pH: 5,5, 6,0, 6,5, 7,0, 7,5, 8,0, 8,5, 9,0, 9,5, e 10,0. Os
valores de k., € das constantes de especificidade (kca/Kvm) para os substratos foram
analisadas na forma de logaritmo versus os valores de pH. Tais estudos forneceram
as constantes de dissociacdo aparentes (pKs) de grupos funcionais das cadeias

laterais de aminoacidos possivelmente envolvidos na ligac&o e/ou catélise.
4.16 Modelagem molecular
O I-Tasser (lterative Threading Assembly Refinement) (73) é uma plataforma

para predicdo de estrutura e funcbes de proteinas. A predicdo de estrutura

tridimensional de proteinas é realizada utilizando a abordagem threading. Para a
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predicdo das estruturas do precursor e da hTP madura foram seguidos 0s passos,
descritos brevemente a seguir, do processo utilizado pelo programa I-Tasser.

No primeiro passo, definido como threading, foi realizado o alinhamento das
sequéncias das proteinas alvo a uma base de dados, utilizando a ferramenta PSI-
BLAST para a identificacdo de possiveis relacdes evolutivas. Através de multiplos
alinhamentos, construiu-se um perfil para a sequéncia de busca e sua estrutura
secundéria predita (aplicativo PSI-PRED). Apds a obtencéo do perfil e da predicdo
de estrutura secundaria, estes foram submetidos ao servidor LOMET. No servidor
LOMET (74) algoritmos de threading foram utilizados para produzir estruturas
moldes, que foram selecionadas de acordo com um ranking baseadas nas suas
caracteristicas estruturais.

Em seguida, iniciou-se a fase de montagem de conformacdes possiveis da
estrutura. Os fragmentos continuos das regibes que obtiveram bom alinhamento
com as estruturas moldes foram utilizados para produzir as possiveis conformacdes.
Nas regides onde ndo ha moldes, estes foram reconstruidos através de modelagem
ab initio. As conformacdes geradas durante este processo foram agrupadas através
de clusterizacdo para a identificacdo de estados de mais baixa energia e os
centréides destes clusters foram selecionados para a etapa seguinte. Na proxima
etapa foram selecionadas as estruturas dos modelos e seguidas de refinamento
estrutural. Nesta etapa a montagem de conformacdes por fragmentos foi executada
novamente utilizando os centrdides da etapa anterior. Esta segunda execucdo tem
por objetivo refinar as estruturas dos modelos com o intuito de eliminar as
interferéncias estéricas (impedimento espacial). ApGs esta etapa, os clusters foram
gerados novamente e as conformac¢des de menor energia foram selecionadas. Por
fim, uma otimizacdo de energia foi conduzida e, de acordo com as energias obtidas,
foram selecionados os cinco melhores modelos.

A modelagem molecular foi realizada no Laboratorio de Bioinformatica,
Modelagem e Simulacdo de Biossistemas — LABIO da PUCRS, pelo Dr. Rafael

Andrade Céaceres.

4.17 Planejamento dos inibidores enzimaticos

A estratégia de obtencdo de novos compostos com capacidade inibitoria

sobre a hTP foi realizada em trés fases distintas: i) sintese de analogos ao estado de
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transicdo do complexo ativado produzido na catélise enzimatica; ii) a escolha de
halogénios como substituintes sobre a posicdo 5 do anel heterociclico uracil; iii) o
uso de diferentes amino alcoois, mimetizando a 2dR de forma aciclica.

A obtencéo, e o uso como inibidores, de compostos analogos aos estados de
transicdo de reacdes catalisadas enzimaticamente tém levado ao desenvolvimento
dos inibidores mais potentes que se conhece (60, 75). Essas estruturas
assemelham-se ao estado de maior energia da coordenada de reacdo onde as
ligacbes quimicas do substrato estdo sendo rompidas e novas ligacdes sao
produzidas, conduzindo as estruturas quimicas dos produtos. Estas estruturas de
alta energia sdo estabilizadas pelas cadeias laterais de residuos de aminoacidos
presentes no sitio catalitico proteico reduzindo a energia de ativacao da reacéo e,
por conseguinte, aumentando a velocidade da conversdo quimica. A hTP catalisa a
conversdo reversivel de dThd a timina e 2dR1P na presenca de P; (Ver Figura 5).
Essa reacdo é considerada, de um ponto de vista quimico, uma reacdao de
substituicdo nucleofilica que pode ser de 12 ou 22 ordem (Syl1 ou S\2,
respectivamente). A reacdo de primeira ordem ocorre em duas etapas com a
formacdo de um intermediario do tipo carbocétion (etapa lenta) e o conseguinte
ataque do nucledfilo ao carbocéation (etapa rapida). A reacdo de segunda ordem
ocorre de maneira concertada com o nucleofilo aproximando-se ao mesmo tempo
em que o grupamento abandonador (timina) vai saindo pela face oposta.

O estado de transicdo do complexo ativado da hTP tem sido estudado através
de experimentos de efeitos isotopicos cinéticos e modelagem molecular. Nesses
estudos, os agentes nucleofilicos utilizados tém sido o arsenato e a 4gua. O P; é o
substrato utilizado na conversao catalisada pela hTP, entretanto, o0 monitoramento
da reacdo por efeitos isotOpicos cinéticos € complexo na presenca desse ion,
dificultando a elucidacdo do mecanismo quimico e do estado de transi¢cao (76). Dois
trabalhos provenientes do departamento de bioquimica do Albert Einstein College of
Medicine (USA) descreveram que a arsenodlise da dThd catalisada pela hTP
apresenta um mecanismo concertado do tipo Sn2 (77, 78). Na primeira descrigao, o
mecanismo proposto foi totalmente simétrico com o nucledfilo (arsenato) e o grupo
abandonador (timina) apresentando a mesma ordem de ligacado (0,5) (77). Esse
estudo utilizou a proteina expressa e purificada ligada a uma proteina ligadora de
calmodulina que, segundo os autores, poderia modificar a interpretacdo dos

resultados (78). Um novo estudo, publicado recentemente, corroborou 0 mecanismo
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concertado tipo Sy2, entretanto demonstrou que o estado de transicdo apresenta um
carater carbocatidnico com a formacgéo do ion ribooxocarbenium (78). Esse fato foi
explicado pelas diferentes ordens de ligacdo apesentadas entre a ligacdo 1-N-
ribosidica (C-N = 2,45 A) e a distancia do arsenato em relacéio a 2dR (C-O = 2,95 A)
aproximando-se pela face oposta. A distancia do nucledfilo aumenta a deficiéncia
eletrdnica sobre o C-1 da 2dR permitindo a formacao do carbocétion, que recebe a
assisténcia do grupo vizinho oxigénio para se estabilizar, conduzindo ao
ribooxocarbonium.

A patrticipacdo da Histidinall6 (His116) no estado de transicdo do hTP foi
também proposta. Esse residuo, ativa o arsenato para o ataque nucleofilico e
estabiliza a saida da timina como grupo abandonador. Por sua vez, a hidrélise da
dThd catalisada pela hTP passa por um estado de transi¢cdo do tipo Syl com a
formacdo de um intermediario ribooxocarbonium sem a participacdo do nucledfilo
(76). Nesse mecanismo a etapa determinante da velocidade da reacéo foi o ataque
nucleofilico da agua ao intermediario de reacdo formado. Conforme os dados
provenientes da arsendlise, a His116 participa do estado de transicdo ativando a
molécula de 4gua para o ataque nucleofilico.

Desta forma, nosso objetivo foi sintetizar compostos que poderiam aproveitar
o carater carbocationico apresentado pelos estados de transicdo observados para a
hTP (Figura 7).

Figura 7 - Estados de transicdo Syl e Sy2 para a reacéo catalisada pela hTP.
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Fonte: Adaptado de Jain et al. (2010) (61).

Na sequéncia do planejamento procurou-se avaliar a presenca de halogénios
ligados na posicdo 5 do anel heterociclico uracil, substituindo a metila presente
nessa posicao. Muitos compostos descritos como inibidores da hTP apresentam

cloro (CI), bromo (Br) ou fltor (F) ligado na posi¢cdo 5 do referido anel heterociclico
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(55, 61). Um exemplo desse tipo composto halogenado com acao inibitéria sobre a

atividade catalitica da hTP é o 5-clorouracil (Figura 8).

Figura 8 - Estrutura quimica do derivado halogenado 5-clorouracil obtido como inibidor da hTP.
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Adaptado de Pérez-Pérez et al. (2005) (55).

A eletronegatividade elevada dos substituintes halogenados aumenta a
polarizac@o do anel heterociclico e reduzem o seu pK,, uma vez que estabilizam sua
base conjugada. Com o carater 4cido aumentando, 0os grupamentos doadores de
ligagbes de hidrogénio formam interagbes mais efetivas, possibilitando uma
estabilizacdo maior do complexo através de ligacGes de hidrogénio mais eficientes
no sitio ativo da proteina. A presenca de halogénios pode, também, estabelecer
interacdes por ligagbes de halogénios com grupamentos doadores de densidade
eletrdnica através do seu sigma-hole (79). Convém destacar que a forca das
interacbes por ligacbes de halogénios vao aumentando com o aumento da
polarizabilidade dos mesmos e com o concomitante aumento da deficiéncia
eletrbnica sobre o sigma-hole. Assim, a for¢ca dessas interacbes obedecem a
seguinte ordem lodo (I) > Br > Cl > F (79).

Finalmente, a semelhanca do que j& foi descrito por Semeraro e por Clinch
(80, 81), o uso de amino &lcoois aciclicos podem mimetizar o ribooxocarbonium
formado no estado de transi¢cdo catalisado pela hTP (Figura 9). Essa estratégia de
simplificagdo molecular ja se mostrou eficiente mantendo a eficiéncia inibitéria e
facilitando a sintese quimica. Além disso, elimina os centros assimétricos, sendo
essa, uma caracteristica desejavel em compostos candidatos a farmacos. O pK,
elevado da cadeia lateral (NH) dos amino alcoois deve produzir um centro com carga
positiva em pH fisiolégico, semelhante ao ribooxocarbonium formado no estado de
transicéo para hTP.

O planejamento e a sintese dos compostos quimicos como possiveis
inibidores da hTP foram realizados no Laboratério de Quimica do INCT-TB da

PUCRS, sob a orientacdo do Prof. Dr. Pablo Machado. A execucdo dos
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experimentos de sintese e elucidacdo estrutural foi realizada pelo estudante de

quimica Christiano Neves.

Figura 9 - Estruturas planejadas como inibidores da hTP.
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Nota: A estereoquimica dos grupamentos hidroxilas é proveniente da 2-desoxirribose de maneira
apenas ilustrativa

4.18 Efeito inibitorio tempo-dependente

Uma vez tendo o0s compostos quimicos sintetizados, realizou-se,
primeiramente, o ensaio de efeito inibitério tempo-dependente sobre a acao
catalitica da hTP. Alguns inibidores ligam-se ou dissociam-se de enzimas alvo
lentamente, ocasionando uma dependéncia do tempo para atingir um equilibrio e
obter-se a inibicdo (82). Para avaliar se o efeito inibitério dos compostos seriam
dependentes do tempo, foram realizadas medidas de atividade especifica da enzima
em condicdo experimental estabelecida em um periodo de tempo de 0 a 30 min.
Neste caso, ambos 0s substratos foram mantidos em concentracdes ndo saturantes
(proximas ao valor do Ky) e aliquotas de enzima incubada com o inibidor foram
retiradas em intervalos de 5 min, monitorando-se a atividade enzimatica através da

adicdo dessa mistura a reacao padréo.

4.19 Determinacgéo da ICsp dos compostos sintetizados

O valor da ICsp define a concentracdo de inibidor necessaria para saturar
metade dos sitios ativos da enzima sob uma condi¢cdo experimental especifica e é,
geralmente, utilizada como a medida de inibicdo relativa entre os compostos

considerados possiveis inibidores (82).
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A determinacdo da ICsy foi realizada para todos os compostos quimicos
sintetizados em ambas as enzimas hTP recombinantes. Neste experimento, utilizou-
se uma concentracdo fixa de enzima e de substratos. O ensaio experimental foi
realizado através de curvas de velocidade inicial fixando os substratos (dThd e P;)
em concentracdes ndo saturantes e variando-se concentragfes crescentes do
inibidor até a atividade especifica da enzima tender a zero. Primeiramente, foi
realizada uma leitura da absorbancia sem a adicdo do composto inibidor, a qual

correspondeu a 100 % da atividade enzimatica.

4.20 Determinacgdo da constante inibitoria (K;)

O ensaio de determinacao da K; foi realizado para o composto que apresentou
a melhor atividade inibitoria (ICsp). O ensaio de K; permite inferir o mecanismo
cinético de inibicdo, uma vez que este pode ser competitivo, incompetitivo e nao
competitivo. Os tipos de inibidores sdo qualitativamente diferenciados baseando-se
nos parametros de velocidade inicial observados na presenca do inibidor e na forma
ou formas em que o inibidor liga-se a enzima (72). O ensaio foi realizado fixando-se
um dos substrato dThd ou P; em uma concentracdo ndo saturante (~Ky) e variando-
se a concentracdo do outro até a saturacdo, na auséncia e presenca de
concentracdes fixas e diferentes de inibidor. O padrdo de interseccao das retas foi
determinado através de andlises de duplo-reciproco (ou plot de Lineweaver-Burk), e
aplicou-se a equacgao apropriada para a determinagéo da constante de dissociacéo
do complexo enzima:inibidor El (K;) ou enzima:substrato:inibidor ESI (Kjs).

O valor de K;j do composto 5g foi determinado variando-se ambos o0s
substratos. Para cada substrato, foram realizadas quatro curvas de saturacéo, sendo
que a primeira foi feita sem adicdo do inibidor e representou 100 % da atividade
enzimatica. As outras trés curvas de saturacdo foram feitas com a adicdo de
concentracoes fixas e diferentes do inibidor. Para o substrato dThd, fixou-se o P; em
uma concentragédo de 110 pM variando-se a dThd em uma faixa de 50 uM — 500 pM,
sem a adicdo e na presenca de 50 nM, 100 nM e 200 nM do inibidor. Para o
substrato Pj, fixou-se a dThd em uma concentracdo de 70 uM variando-se o P; em
uma faixa de 50 uM — 800 uM, sem a adicao e na presenca de 50 nM, 100 nM e 150
nM do inibidor.
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4.21 Docagem molecular e analises dos volumes das cavidades da enzima hTP

Os experimentos de docagem molecular foram realizados com o intuito de
analisar o modo de interacdo do composto 5g assim como para propor um possivel
sub-sitio de ligacdo na enzima hTP. A enzima e o composto 5g foram preparados
com o programa AutoDockTools1.5.2, enquanto que as docagens foram realizadas
com o AutoDock4.2 (83, 84), permitindo a flexibilidade do ligante. O protocolo de
docagem seguiu 0s seguintes parametros: a dimensdo da malha foi de 180 x 180 x
180, com espacamento de 0.375 A, de forma que toda a enzima estivesse dentro da
malha. O algoritmo genético (AG) Lamarkiano foi empregado como o algoritmo de
docagem com uma populagéo de 150 e o nimero de avalia¢des utilizadas para o AG
foi de 25.000.000.

Apos as simulacdes de docagem molecular, as analises dos volumes das
cavidades da enzima hTP foram realizadas com a finalidade de verificar quais
cavidades eram condizentes com o volume do composto testado. Os programas
CASTp (85) e metaPocket2.0 (86, 87) foram utilizados para essas analises.

A docagem molecular foi realizada no Laboratério de Bioinformatica,
Modelagem e Simulacdo de Biossistemas — LABIO da PUCRS, pelo Dr. Rafael
Andrade Céceres.
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5. Analise de dados

O estado oligomérico das proteinas em solucao foi determinado a partir dos
volumes de eluicdo (Ve) das proteinas padrédo e seus coeficientes de particdo
correspondentes (Kay) através da equagéao (1); onde V, corresponde o volume morto
e Vi ao volume total da coluna. O Kay de cada proteina foi plotada versus o logaritmo
do seu peso molecular correspondente gerando uma funcéo linear com os valores

de intercepto e inclinagdo dados na equacéo (2) e (3):

Ve—Vo

KAV = Ve—Vo Eq 1
K,y = 0,9234 — 0,2914 logkDa Eq. 2
K, = 0,9669 — 0,3087 logkDa Eq. 3

Os valores dos parametros cinéticos e seus respectivos erros foram
calculados a partir de equacdes apropriadas, utilizando o software SigmaPlot 9.0
(SPSS, Inc.).

As constantes cinéticas para o0 ensaio de inibicdo pelo substrato timidina
foram obtidas através da geracdo de curvas de velocidade inicial plotadas variando-
se a concentracdo do substrato versus a atividade especifica (U mg™) e aplicou-se a
equacao geral de inibicdo pelo substrato (4) (88), onde v é a velocidade inicial em
estado estacionario, Vmax € a velocidade maxima, [B] é a concentracdo do substrato
timidina, Ky € a constante de Michaelis Menten e K; é a constante de dissociacéo

para inibicdo pelo substrato:

Vmax,app [B] Eq . 4

K Bl4—LB1
MB,app | ]+m

VvV =

Curvas de saturacao com perfil hiperbdlico foram analisadas de acordo com a
equacdo de Michaelis-Menten (5), onde v € a velocidade inicial em estado
estacionario, Vmax € a velocidade maxima, [S] € a concentracdo do substrato e Ky é

a constante de Michaelis-Menten (72, 89):
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_ Vmax[s]
V=S Eqg. 5

O padrédo de interseccdo das retas a esquerda do eixo y nas analises de
duplo-reciproco (ou plot de Lineweaver-Burk) foi analisado de acordo com a
equacao (6), que descreve um mecanismo envolvendo a formacdo de um complexo
ternario e ligacdo sequencial dos substratos; onde v € a velocidade inicial, V é a
velocidade maxima, A e B sdo as concentracdes dos substratos (dThd e P;), K e Kp
sdo suas respectivas constantes de Michaelis Menten, e Kij; € a constante de

dissociacao para a formacéo do complexo binario enzima-substrato A (72, 89):

v= vap Eq. 6

" KigKp+KqB+KpA+AB

Os resultados obtidos no ITC foram aplicados na equacéo (7), onde AH é a
entalpia da ligacdo, AG € a energia livre de Gibbs, AS é a entropia, T é a
temperatura experimental em Kelvin (K), R é a constante dos gases (1,987 cal K*
mol™) e K, é a constante de associacdo em equilibrio. A constante de dissociacdo

(Kq) foi calculada como o inverso de K,, como descrito na equacéo (8).
AG = AH — TAS = —RTInK, Eq. 7

As constantes de dissociacdo acido base aparentes (K, e Kp) para grupos
ionizantes foram obtidas seguindo a curva bell-shaped através da equagéo (9), onde
y representa a constante cinética aparente (kcat ou Kea/Kyv), C € o valor de y

independente do pH e H é a concentragéo de préton (72):

logy = logl——] Eq. 9

H
1+K—a+7
A andlise dos valores de ICs foi realizada através da concentracao de inibidor
versus a velocidade da reacédo, e aplicou-se a equacao para determinacdo do valor

de ICso (10), onde v; é a velocidade inicial na presenca do inibidor em uma



Pagina |53

determinada concentracdo de inibidor, [I] € a concentracdo de inibidor, vo é a
velocidade inicial na auséncia do inibidor e ICso é a concentracdo de inibidor que
inibe 50 % da atividade enzimatica (82):

AN Eq. 10

Os valores das constantes de dissociagcéo para os complexos El ou ESI, nos
estudos de inibicdo, foram analisados de acordo com as equacgfes que descrevem
inibicdo competitiva (11), inibicdo ndo competitiva (12) e inibicdo incompetitiva (13),
onde [I] é a concentracdo de inibidor, K; € a constante de dissociagdo do complexo
binario El e Kis € a constante de dissociacdo do complexo ternario ESI (82):

v= sl Eq. 11
[s1+ K (1+55)

J— Vmax[s]
YT [51(1+,£Li15)+ KM(1+%) Eq. 12

v= —omalsl Eq. 13
[S](1+K—)+KM

1s
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6. Resultados e discussao

6.1 Amplificacédo, clonagem e sequenciamento do gene TYMP

Os fragmentos amplificados por PCR e visualizados em gel de agarose 1 %
apresentaram um tamanho correspondente aos 1448 pb e 1415 pb referentes ao
tamanho da sequéncia codificante do gene TYMP para o precursor e para a proteina
madura hTP, respectivamente (dados nao apresentados). As melhores condi¢bes
para a amplificagdo continham uma concentracao final de 5 % e 10 % de DMSO na
mistura de reacdo para ambos os fragmentos. A adicdo de co-solventes, como o
DMSO, na mistura de reacdo favorece a desnaturacdo de regides do DNA com alto
conteudo de CG (CG-rich) (90), o que é consistente com os 75 % de conteudo C+G
do gene TYMP (36). Os fragmentos contendo 5 % de DMSO foram purificados do
gel de agarose e ligados no vetor de clonagem pCR-Blunt®, seguido da
subclonagem através da ligacdo no vetor de expressao pET-23a(+). A subclonagem
foi confirmada através da analise de liberacdo do fragmento utilizando as enzimas de
restricdo Ndel e Hindlll (dados n&o apresentados). O sequenciamento automatico de
DNA confirmou a identidade e a auséncia de mutacdes nos fragmentos clonados

(dados nédo apresentados).
6.2 Expresséo e purificacdo das proteinas recombinantes hTP

Os plasmideos recombinantes pET-23a(+)::TYMP para expressdao do
precursor e da proteina madura foram transformados em diferentes cepas de E. coli
e foram testadas diversas condi¢cdes de crescimento para a expressao das proteinas
recombinantes na sua forma soldvel, nas quais foram variadas a temperatura, meio
de cultivo e adicdo ou ndo de 1 mM de IPTG. A melhor condicdo para a expressao
do precursor da hTP na fragdo soltvel do extrato celular foi na cepa Rosetta (DE3)
de E. coli, cultivadas em meio Terrific broth (TB), a uma temperatura de 30 °C,
coletadas 24 h apos atingirem uma ODgoo nm de 0,4 — 0,6, sem a inducéo com IPTG.
A melhor condicdo para a expressdo da hTP madura na fragdo solavel foi
semelhante a do precursor, modificando-se apenas a temperatura de cultivo para 37

°C. Em concordancia com os resultados aqui demonstrados, niveis altos de
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expressao de proteinas sem a presenca de um indutor em um sistema pET ja foram
reportados (91, 92). Os genes alvos sédo inseridos na regido downstream do
promotor do bacteriogafo T7 (93). Tem sido proposto que na auséncia de IPTG,
ocorre uma expressao baixa de proteinas alvo devido ao controle exercido pelo
promotor-lac quando as células atingem a fase estacionaria em meios complexos e
que adenina monofosfato ciclico, acetato e pH &cido sdo requeridos para uma
expressao elevada (94). Entretanto, uma indu¢do néo intencional no sistema pET €&
devido a presenca de menos de 0,0001 % de lactose no meio de cultura, resultado
na expressao proteica (95). A andlise através de SDS-PAGE 12 % indicou que o
extrato celular continha as proteinas recombinantes na fracdo soluvel, com uma
massa molecular aparente de aproximadamente 50 kDa, correspondente ao peso
molecular predito para o precursor hTP (49,9 kDa) e hTP madura (49 kDa).

O precursor e a proteina madura foram eficientemente purificados utilizando-
se duas colunas cromatograficas (Figura 10 e 11), sendo a primeira uma coluna de
troca anionica (Q-Sepharose Fast Flow) e a segunda, uma coluna de interagéo
hidrofébica (HiLoad Phenyl Sepharose High Performance). O protocolo de
purificacdo para ambas as proteinas foi 0 mesmo, variando-se apenas a quantidade
(em gramas) de células como ponto de partida, devido a diferenca na quantidade de
proteina expressa.

Para o precursor da hTP, partindo-se de 2,5 g de células Uumidas, este
protocolo de purificacdo rendeu 23 mg de proteina recombinante, indicando 69 % de
rendimento proteico (Tabela 2). Para a hTP madura, partindo-se de 7,6 g de células
Umidas obteve-se 12 mg de proteina recombinante, indicando 52 % de rendimento
proteico (Tabela 3). O teste de atividade das enzimas hTP foi realizado em todas as
etapas da purificacdo, confirmando que as enzimas recombinantes catalisam a
fosforolise de dThd a timina.

O € foi determinado experimentalmente nas mesmas condigbes de ensaio
padrdo, uma vez que se verificou que a dThd apresenta uma absorbancia duas
vezes maior do que a da timina, em uma mesma concentragdo de 100 uM, a 290 nm
através de um espectro de varredura realizado no espectrofotometro (UV-2550
UV/Visible spectrophotometer; Shimadzu). O valor do € obtido foi de 2,00x10% M*

cm™,
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Figura 10 - Analise por SDS-PAGE 12 % das fragGes coletadas em cada etapa da purificagdo do
precursor da hTP. M: marcador de peso molecular Page Ruler; 1: extrato bruto; 2: eluido da coluna Q
Sepharose FF; 3: Aplicado na coluna HiLoad Phenyl HP; 4: eluido da coluna HiLoad Phenyl.

M 1 2 3 4

50 kDa

Figura 11 - Analise por SDS-PAGE 12 % das fracdes coletadas em cada etapa da purificacdo da hTP
madura. M: marcador de peso molecular Page Ruler; 1. extrato bruto; 2: eluido da coluna Q

Sepharose FF; 3: eluido da coluna HiLoad Phenyl.

Tabela 2 - Purificagcdo do precursor da hTP em E. coli Rosetta(DE3). Protocolo de purificacdo a partir
de 2,5 g de células Umidas.

Etapa da Proteina At|\_/|dz,i(_je At|V|d,aQe Grau de Rendimento
purificacéo total (mg) enzimatica especmf a purificacéo (%)
total (U) (Umg™)
Extrato bruto 164,0 229,6 1,4 1,0 100
Q Sepharose 33,6 1465 4,4 3,1 64
Phenyl
Sepharose 21,3 157,6 7,4 53 69

HP
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Tabela 3 - Purificacdo da hTP madura em E. coli Rosetta(DE3). Protocolo de purificacédo a partir de
7,6 g de células imidas.

Atividade Atividade

Etapa da Proteina L p Grau de Rendimento
urificacéao total (mg) enzimatica espeC|f_|§: a(u purificac@o (%)
P total (U) mg™)
Extrato bruto 410,0 98,4 0,2 1,0 100
Q Seﬁ’:?:arose 24,6 47,0 1,9 8,0 48
Phenyl
Sepharose 12,0 51,6 4,3 18,0 52
HP

6.3 ldentificacdo das proteinas recombinantes hTP por MS

Determinacdo da massa molecular intacta: Os espectros da massa
molecular intacta do precursor e da proteina madura hTP foram adquiridos pelo
analisador Orbitrap.

Para o precursor da hTP foi obtido um espectro com 738 scans com 10
pscans por 62 min, no qual se observou picos correspondentes aos estados de
carga de 29+ a 62+. Através da deconvolucdo destes dados, foram obtidas duas
massas moleculares experimentais, o que indica a presenca de duas formas da hTP
precursora. A forma, com maior quantidade, de 49.823 Da é consistente com a
massa esperada apds a remocao pos-traducional da metionina inicial (49.824 Da) na
porcdo N-terminal e a outra forma, com uma massa molecular de 49.750 Da, é
consistente com a perda esperada da metionina e, possivelmente, a perda da
alanina subsequente (Figura 12).

A hTP madura tem a massa molecular predita de 49.023 Da, sendo menor
que a precursora, uma vez que inicia-se a partir do décimo primeiro aminoacido.
Para esta proteina foram obtidos 1.000 scans em 37 min e, no espectro da média se
observou picos correspondentes ao estado de carga de 26+ a 63+. A deconvolugao
destes dados evidenciou a massa molecular média de 48.853 Da (Figura 13), ou
seja, 170 Da a menos do que o esperado, o que pode indicar possivel perda da

alanina e da prolina nas posi¢coes 11 e 12.
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Figura 12 - Espectro MS da massa molecular intacta do precursor da hTP.

SPECTRUM - MS, hTP 1precursoratOuscans30000_251012_03.raw, FTMS + p ES| Full ms [800.00-2000.00], Scan #: 3-736, RT: 0.18-61.86,
TN 1.02e+008 S/N: 36
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Figura 13 - Espectro MS da massa molecular intacta da proteina madura hTP.
SPECTRUM - MS, hTPZmaduraluscans30000_311012_0Z raw, FTMS + p ES| Full ms [600.00-2000.00], Scan # 1-1000, RT: 0.01-37 98,
® NL: 2.07e+007 S/N: 82
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Mapeamento peptidico: As misturas peptidicas provenientes das digestdes
tripticas das amostras de hTP precursora e madura foram submetidas a LC-MS/MS
e comparadas ao banco de dados do proteoma humano (68) e a uma copia deste
banco acrescida das alteragGes propostas de perda da metionina e da alanina para
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a hTP precursora; e da prolina e da alanina para a hTP madura. Através do
mapeamento peptidico da hTP precursora foram identificados 48 peptideos,
cobrindo 68,6 % do total de peptideos da proteina esperada sem a metionina inicial
e 68,5 % da proteina sem a metionina e a alanina, evidenciando a presenca destas
duas formas na solucdo (dados ndo apresentados). Para a hTP madura, foram
identificados 49 peptideos diferentes, cobrindo 85,2 % do total de peptideos da
proteina, evidenciando a perda da alanina e da prolina. A auséncia destes
aminoacidos iniciais foi confirmada quando os resultados foram comparados a esta
mesma alteracdo feita virtualmente no banco de dados, pois s6 assim 0 primeiro

peptideo foi identificado (dados ndo apresentados).

6.4 Determinacdo do estado oligomérico das proteinas recombinantes hTP

As massas moleculares em solugdo do precursor da hTP e da proteina
madura foram determinadas atraves de cromatografia de exclusdo por tamanho
resultando em um Unico pico para ambas as proteinas. Os coeficientes de particao
(Kav) das proteinas padrées e recombinantes foram calculados de acordo com a Eq.
1. A dependéncia linear do Kay em funcéo do logaritmo das massas moleculares das
proteinas-padrédo geraram os valores de inclinagédo e de intercepto das Eq. 2 e Eq. 3.
O volume de eluicdo do pico do precursor foi de 13,07 mL e corresponde a 95,135
kDa (Eqg. 2). A massa molecular encontrada foi dividida pela massa molecular do
mondémero (95,135 kDa / 49,955 kDa = 1,9) obtendo-se um valor proximo de 2. O
mesmo experimento foi realizado para proteina madura, onde o volume de eluicao
do pico foi de 12,47 mL, correspondendo a 120,1 kDa (Eq. 3), e 120,100 kDa /
49,024 kDa = 2,4. Os valores encontrados sugerem que ambas as proteinas
encontram-se como um dimero em solucdo. Esses dados sdo condizentes com as
estruturas cristalograficas da hTP determinadas por difracdo de raio X, onde a
enzima foi descrita como um homodimero formado por duas subunidades idénticas
(45, 46, 48). Além disso, a analise das estruturas cristalograficas da TP de E. coli
(44) e da PyNP de Bacillus stearothermophilus (47) demonstraram que estas

proteinas sao diméricas, nao diferindo, estruturalmente, de eucariotos superiores.
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6.5 Determinacdo das constantes cinéticas aparentes

A determinacdo das contantes cinéticas aparentes em estado estacionario
foram realizadas utilizando tanto a dThd quanto o P; como substrato variavel. A
dependéncia da velocidade em funcdo da variacdo do substrato dThd, em
concentracéo saturante de P;, apresentou inibigcdo pelo substrato em concentracdes
pés-saturantes de dThd, observando-se uma reducdo na atividade -catalitica
(Figuras 14A e 14B ). Os dados foram analisados de acordo com a equacao geral
de inibicdo pelo substrato (Eq. 4), para obtencdo dos valores das constantes
cinéticas aparentes e dos valores de K; do substrato timidina (Tabela 4).

A dependéncia da velocidade em funcdo da variacdo do substrato P;
apresentou um perfil hiperbdlico (Figuras 14C e 14D). Neste caso, as constantes
cinéticas aparentes para o substrato P;foram calculadas de acordo com a equacéo
de Michaelis-Menten (Eq. 5) e estao representadas na Tabela 4.

Figura 14 - Constantes cinéticas aparentes em estado estacionario. A) Atividade especifica (U mg'l)
versus [dThd] (uM) para o precursor. (B) Atividade especifica (U mg'l) versus [dThd] (uM) para

proteina madura. (C) Atividade especifica (U mg'l) versus [Pj] (UM) para o precursor. (D) Atividade
especifica (U mg'l) versus [Pi] (uUM) para a proteina madura.
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Tabela 4 - Constantes cinéticas aparentes para os substratos dThd e P;.

) Timidina ) Fosfato
kcat (S_ ) Km (“M) Ki (UM) kcat (S_ ) Kwm (HM)
Precursor 6,6 +0,6 95+ 20 1.121 + 281 3,3+0,1 258 + 28
Madura 9,9+0,2 130+6 895 + 48 8,7+0,2 218 £ 15

Os resultados revelaram diferencas nas atividades cataliticas entre o
precursor e a proteina madura, observados nos valores obtidos para 0 kg A
proteina madura (kcax = 9,9 e 8,7) parece ser cataliticamente mais eficiente em
relacdo ao precursor (Kcar = 6,6 € 3,3). Os Ky dos substratos ndo apresentaram
valores muito distintos entre as proteinas (Tabela 4). Os valores de K; para o
substrato dThd foram 1121 (+ 281) e 895 uM (= 48) para o precursor e proteina
madura, respectivamente, o que é aproximadamente 7 — 11 vezes maior que o0 Ky.
N&o foi verificada atividade enzimética ao substituir o substrato dThd por uridina (800

uM), evidenciando a especificidade da hTP por desoxirribonucleosideos (19).

6.6 Determinacdo das constantes cinéticas verdadeiras e do padrdo de
interseccao das retas

A fim de determinar os parametros cinéticos verdadeiros em estado
estacionario e sugerir o mecanismo cinético enzimatico do precursor e da proteina
madura hTP, foram realizadas curvas de saturacdo variando-se as concentracdes
dos substratos dThd e P;. As curvas foram analisadas em funcdo de seus duplo-
reciprocos (ou plot de Lineweaver-Burk). O padrdo de interseccdo das retas
resultantes a esquerda do eixo y (Figuras 15A — 15D) é consistente com a formacao
do complexo ternario E:dThd:P; e € um indicativo de mecanismos sequenciais;
aleatorio de equilibrio rapido ou ordenado em estado estacionario. Deste modo, 0s
parametros cinéticos verdaderios foram calculados a partir da Eq. 6 e estdo
apresentados na Tabela 5.

Os resultados revelaram novamente diferencas cataliticas entre o precursor e
a proteina madura, observados nos valores obtidos nas constates cinéticas
verdadeiras. Os valores dos Ky dos substratos para o precursor sdo duas vezes
maiores em relacdo a proteina madura, assim como o valor do ki da proteina
madura, o qual & aproximadamente duas vezes maior em relagéo ao precursor. Em
relacdo a especificidade dos substratos, é evidente que a hTP madura possui maior

especificidade pelos substratos, onde os valores das constantes de especificidade
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obtidos, kca/Km, apontam uma diferenga maior para a enzima madura em relacdo ao
precursor. Os ensaios cinéticos demonstram que a proteina madura parece ser
cataliticamente mais eficiente em relacdo ao precursor; no entanto analises

estruturais talvez possam auxiliar no entendimento de tais diferencas.

Figura 15 - Padrao de interseccao das retas para o precursor da hTP (A) e proteina madura (B) em
funcéo da dThd. Padréo de interseccdo das retas para o precursor da hTP (C) e proteina madura (D)
em funcao do P;. Cada curva representa uma concentracao fixa e variada dos co-substratos.
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Tabela 5 - Constantes cinéticas verdadeiras para os substratos dThd e P;.
KTimidina KFosfato k (S-l) kcat/ KTimidina kcat/ KFosfato
(HM) (HM) o (s M) (s M)
Precursor 144 +8 223+9 42+0,1 2,90 (+ 0,10) x 10" 1,90 (+ 0,05) x 10”
Proteina 66 +5 107 +7 72+0,2 1,09 (+ 0,06) x 10° 6,70 (+ 0,30) x 10*
madura

O padréo de interseccdo das retas determinado paras as hTP é similiar ao
observado na TP purificada de figado de rato (25), E. coli (26), S. typhimurium (41),
Lactobacillus casei (96) e UP humana (91). O mecanismo sequencial sugerido indica
gue a catalise enzimética ocorre somente quando os dois substratos encontram-se
nos sitios ativo da enzima. Além disso, 0s mecanismos cinéticos ping-pong e

ordenado de rapido equilibrio foram excluidos, uma vez que esses mecanismos



Pagina | 64

apresentam um padrdo de retas paralelas e retas que se cruzam no eixo VY,
respectivamente (89).

A observagao da ocorréncia de inibicao pelo substrato permite uma melhor
elucidacdo do mecanismo cinético. Inibicdo pelo substrato pode ser observada em
mecanismos cinéticos ping-pong e ordenado em estado estacionario. Inibicdo pelo
substrato também pode ser observada em mecanismos sequenciais aleatérios,
quando um substrato apresenta afinidade pelo sitio de ligacdo do outro (72, 89). De
acordo com os resultados obtidos, o mecanismo cinético ping-pong foi excluido
(Figura 15). O padréo de interseccdo das retas (Figuras 15A e 15B) pode sugerir
que a hTP segue um mecanismo ordenado em estado estacionario, o qual
apresenta inibicdo pelo substrato incompetitiva (72, 89). Entretanto, se a hTP
apresentasse esse mecanismo, o padrdo de interseccdo das retas para dThd em
concetracdes fixas e variaveis de P; apresentaria um perfil ndo linear. Esse padréo,
no entanto, n&o foi observado para dThd (Figuras 15A e 15B).

Inibic&o pelo substrato ndo competitiva pode ser observada em mecanismos onde o
substrato inibidor liga-se em outro sitio, um sitio efetor, resultando em uma enzima
inativa (88). Inibicdo pelo substrato timina do tipo ndo competitiva ja foi demonstrada
para TP purificada de figado de rato. O mecanismo de inibicdo ndo competitiva
sugeriu que a ligacdo da timina em um sitio efetor inibiu a formacgéo do produto, e
um mecanismo cinético bi-bi aleatério de rapido equilibrio foi proposto (25). Além
disso, o inibidor derivado de purina 5-O-tritilinosina (KIN59) apresentou inibicdo nao
competitiva nas enzimas TP humana e de E.coli, indicando que o KIN59 néo
compete pelo sitio ativo da dThd nem do P; (97). Esses resultados evidenciam a
existéncia de um sitio alostérico na hTP, diferente dos sitios de ligacdo dos

substratos.

6.71TC

Os ensaios de ligagao foram realizados com duas finalidades: primeiramente
para determinar 0 mecanismo cinético das enzimas hTP, avaliando se ocorre ou hao
ordem de ligacdo dos substratos e de liberacdo dos produtos, e também, para
determinar os parametros termodinamicos resultantes da formacdo do complexo
binario. Os parametros termodinamicos de ligacdo foram determinados medindo a

quantidade de calor liberado ou consumido na formagédo do complexo binério, a
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temperatura e pressdo constantes. A medida do calor liberado forneceu uma
estimativa do n entre o ligante e a macromolécula, do K, e do AH° da ligagéo.
Através desses valores, foi possivel calcular o AS° e o0 AG° de acordo com a
Eq. 7 e 0 K4 de acordo com a Eq. 8. O modelo one binding site foi aplicado em todos
0s ensaios de ligacdo, indicando que os substratos e produtos ligam-se com a
mesma afinidade nos sitios ativos da hTP. Os parametros de ligacdo dos substratos

e dos produtos estéo listados na Tabela 6.

Tabela 6 - Parametros de ligacdo dos substratos e produtos na formacdo o complexo binario®.

hTP madura
_ R AH° (Kcal AS° (cal mol™ AG° (Kcal
Ligantes n Ka (M) 4 4 4 Kg (UM)
mol™) deg™) mol™)
dThd 0.2 2.1(x0.4)x10° -1.2+0.5 -20.4+8.8 -6.1+26 479
Pi 0.93 7.0 (¢¥1.6)x10° -33%1.1 7.0+2.3 -55+18 142+32
Timina 1 6.4 (+0.6) x10° -7.1+0.3 -54+05 -54+05 155+9
2dR1P 1 4.4 (+1.0) x10* -4.0+0.2 8.2+1.9 -66+16 235
Precursor da hTP
_ R AH° (Kcal AS° (cal mol™ AG° (Kcal
Ligantes n Ka (M) 4 4 1 Kg (UM)
mol™) deg™) mol™)
P; 1 3.8 (+0.3) x10° -6.3+0.2 -3.8+0.3 -51+0.3 261+18
Timina 1 6.4 (x0.6) x10° -10.2+0.4 -156+15 -54+05 155+15
2dR1P 1 1.1 (+0.1) x10° -29.6+25 -81.4+10.6 -43+06 909+118

®n = nimero de sitio ativo, K, = constante de associagdo, AH° = entalpia de ligagéo, AS°® = entropia de
ligacdo, AG®° = energia livre de Gibbs, K4 = constante de dissociag&o.

Os resultados dos ensaios de ligagao para ambos os substrato (dThd e Pj) e
para ambos os produtos (timina e 2dR1P) mostraram que ocorreu uma liberacéo de
calor na formacdo dos complexos binarios, indicando que ambos os substratos e 0s
produtos ligam-se a enzima livre através de processos exotérmicos (Figuras 16 e
17).

O padréao de interseccdo das retas (Figura 15) sugeriu um mecanismo
cinético sequencial para hTP, no entanto se esse mecanismo € ordenado steady-
state ou aleatério de rapido equilibrio ndo pbéde ser determinado. Através dos
ensaios de ligacdo pode-se determinar que o mecanismo cinético da hTP néo
apresenta ordem de ligagcdo dos substratos nem ordem de liberacdo dos produtos,
visto que todos ligam-se a enzima livre. Os resultados sugerem que a reacao

catalisada pela enzima hTP apresenta um mecanismo cinético bi-bi aleatorio de
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rapido equilibrio, no qual ambos os substratos ligam-se aleatoriamente a enzima
livre formando um complexo ternario, capaz de realizar a catalise, e ambos os

produtos dissociam-se aleatoriamente, regenerando a enzima livre (Figura 18).

Figura 16 - Curvas de ligacdo dos ligantes na hTP madura por ITC. (A) Titulacdo do substrato dThd .
(B) Titulacdo do substrato P;. (C) Titulacdo do produto timina. (D) Titulacdo do produto 2dR1P.
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O mecanismo cinético aqui proposto para hTP € consistente com o
mecanismo cinético proposto para TP purificada de figado de rato (25), sendo esse
um mecanismo cinético bi-bi aleatério de rapido equilibrio. Diferentemente, o
mecanismo cinético sequencial ordenado foi proposto para TP de E. coli (26) e S.

typhimurium (41).

Figura 17 - Curvas de ligacao dos ligantes no precursor da hTP por ITC. (A) Titulacdo do substrato
dThd . (B) Titulagéo do substrato P;. (C) Titulagdo do produto timina. (D) Titulag&o do produto 2dR1P.
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Figura 18 - Mecanismo cinético proposto para hTP.

\\ E:dThd:P; ———== E:Thymine:2dR1P \\E

Nota: A reacdo catalisada pela enzima hTP apresenta um mecanismo cinético bi-bi aleatério de
rapido equilibrio, no qual ambos os substratos ligam-se aleatoriamente a enzima livre formando um
complexo ternario, capaz de realizar a catalise, e ambos os produtos dissociam-se aleatoriamente,
regenerando a enzima livre.

E:dThd E:Thymine

/\
/\

Os parametros termodinamicos revelaram os diferentes tipos de interacdes
gue ocorrem entre as subunidades da enzima e os ligantes. O valor negativo de AH°
(entalpia favoravel) sugere que ligac6es de hidrogénio e intera¢des do tipo van der
Waals favorecem a formac&o do complexo binario. O valor negativo de AS° (entropia
desfavoravel) implica em que ocorra uma mudanca conformacional, na enzima ou no
ligante, na formacdo do complexo binario, enquanto que um valor de AS° positivo
(entropia favoravel) indica que a formacdo do complexo binario € dominada por
interacdes hidrofébicas e expulsdo de moléculas de agua do sitio ativo (98).

A ligacdo do substrato dThd na hTP madura (Figura 16A) é um processo
termodinamicamente favoravel, indicado pelo valor negativo de AG°. A formacao do
complexo binario parece ser estabilizado por ligacdes de hidrogénio e interacdes van
der Waals (AH° negativo); no entanto contribuigdes entropicas desfavoraveis (AS°
negativo) foram observadas, indicando que a formacédo do complexo binario parece
estar associado a uma mudanca conformacional. As possiveis interacdes sugeridas
sdo consistentes com as estruturas cristalograficas da hTP em complexo com o
analogo de substrato TPl e com o produto timina. Essas estruturas demonstraram
que presenca desses ligantes no sitio ativo da enzima (nha auséncia de qualquer
outro ligante) foi suficiente para alterar a conformacao estrutural da enzima de uma
forma aberta para uma forma fechada, similar a conformacgéo cataliticamente ativa
da enzima (45, 46).

O modelo one binding site aplicado n&do resultou em um valor de
estequiometria adequado para dThd (n = 0,2). No entanto, quando se titulou o
substrato P; na enzima livre, o modelo one binding site resultou em um valor de 0,93
para n, sugerindo que todos os sitios ativos da hTP foram ocupados pelo P;. A

ligacdo do substrato dThd no precursor da hTP apresentou uma liberacdo de calor
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na formacdo do complexo binario (Figura 17A), no entanto, nenhum modelo de
ligagdo disponivel no software Origin 7 SR4 (Microcal, Inc.) pdde ser aplicado.

A ligacédo do substrato P;em ambas as enzimas hTP (Figuras 16B e 17B)
sdo processos termodinamicamente favoraveis (AG° negativo), estabilizados por
ligacGes de hidrogénios e interagcdes van der Waals (AH° negativo). As contribuicbes
entropicas para o precursor e para a proteina madura foram diferentes na formagao
dos complexos binarios. Na formagdo do complexo binario hTP madura:P; foram
observadas contribuicfes entropicas favoraveis (AS° positivo), associadas a ligacdes
hidrofébicas e expulsdo de moléculas de agua do sitio ativo. Diferentemente, na
formacdo do complexo binario precursor da hTP:P; foi obervado contribuicdes
entropicas desfavoraveis (AS° negativo), associadas a uma mudanca
conformacional. As provaveis interacfes para estabilizacdo do complexo binario sdo
consistentes com estudos cristalograficos da TP de E. coli, sugerindo que poucos
movimentos ocorrem apoOs a ligacdo do fosfato no sitio ativo, principalmente uma
ligagdo de hidrogénio entre a His119 e a Gly208, correspondendo a His150 e a
Ala239 na hTP (47). A estequiometria da ligacao (n) representada pelo valor de 0,93,
obtido para a proteina madura e pelo n fixado em 1 para o precursor, sugere que
uma moélecula de P; liga-se em cada subunidade da homodimérica hTP. O mesmo
pode ser visto em andlises estruturais, onde um sitio de ligacdo para o P; no dominio
a/p foi demonstrado em cada mondémero da enzima (44).

A ligacdo do produto timina em ambas as enzimas hTP (Figuras 16C e 17C)
apresentou parametros termodindmicos semelhantes. A formagdo do complexo
binario parece ser um processo termodinamicamente favoravel indicado pelos
valores negativos de AG° e AH°. Mais uma vez, observou-se que a ligacdo de uma
molécula no sitio ativo das pirimidinas leva a uma mudanga conformacional na
enzima (AS° negativo).

A ligagdo do produto 2dR1P em ambas as enzimas hTP (Figuras 16D e
17D) apresentou parametros de ligacao diferentes. A formacdo do complexo binério
parece ser um processo termodinamicamente favoravel, estabilizado por ligagbes de
hidrogénio e interacdes van der Waals (AG° e AH° negativos). A formacao do
complexo binario hTP madura:2dR1P parece ser favorecido também por interacbes
hidrofébicas e explulsdo de moléculas de agua do sitio ativo (AS° positivo), enquanto
que a formacdo do complexo binario precursor da hTP:2dR1P parece estar

relacionado mais a uma alteracdo conformacional na enzima ou no ligante (AS°
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negativo). O mesmo perfil de contribuicées entrépicas foi observado para o substrato
Pi, sendo contribui¢des favoraveis (AS° positivo) para formagdo do complexo binario
proteina madura:Pi e contribuicbes desfavoraveis para a formacdo do complexo
binario precursor:Pi (AS° negativo). Uma diferenca bastante evidente foi observada
nos valores dos Ky, sendo que o 2dR1P parece ter uma afinidade maior pela enzima
madura, visto que o valor do K4 € aproximadamente 40 vezes menor em relacdo ao
valor do Ky para precursor.

Os resultados obtidos nos ensaios de ligacdo demonstraram que as
interacbes entre os substratos/produtos e as enzimas hTP sdo coordenados por
eventos moleculares diferentes observados nos parametros termodinamicos. As
interagbes proteina:ligante sdo processos termodinamicamente favoraveis, no
entanto apresentam mecanismos de ligacdo diferentes na formacdo dos complexos
binarios, refletidos nos tipos de interagcbes ndo covalentes e nas mudancas
conformacionais ocorridas. Analises estruturais de ambas as enzimas em complexo
com os substratos e produtos naturais poderiam fornecer uma melhor compreenséo

dos resultados obtidos através de ITC.

6.8 Estudos de perfil de pH

A influéncia do pH nos parametros cinéticos, Keat € keayKw, foi realizada a fim
de avaliar a catalise acido-base das enzimas hTP, assim como a dependéncia do pH
na ligagdo aos substratos dThd e P,. O estudo do perfil de pH forneceu as
constantes de dissociacdo aparentes acido-base para grupamentos ionizaveis (K, e
Kp). Através desses valores obtéve-se o0s valores dos pKs aparentes de
grupamentos funcionais das cadeias laterais dos aminoacidos envolvidos na catalise
enzimatica e na ligacdo aos substratos. A faixa de pH onde as enzimas hTP
apresentaram atividade foi entre 5,5 — 9,0. Os dados obtidos em pH 5,5 ndo foram
incluidos na analise do kca/Ky do Pj devido a curva de saturacao ter apresentado um
perfil sigmoidal e, por conseguinte, ndo fornecer o Ky para poder ser incluido na
analise de dados.

O perfil de pH para o ket (Figuras 19A e 19B) demonstrou que ambas as
enzimas possuem atividade catalitica maior em pHs baixos, no entanto a afinidade
pelos substratos diminuiu tanto em pHs baixos quanto em pHs elevados (Figuras
19C - 19F). A influéncia do pH no kca (Figuras 19A e 19B) ndo pode ser analisada



Pagina |71

de acordo com a equacao bell-shaped para perfil de pH, nem de acordo com outras
equacdes usualmente utilizadas em andlises de perfil de pH (72). O perfil de pH para
0 Kcat Sugere uma porcao linear com inclinagdo -1 entre os valores de pH baixos e
elevados, o qual pode ser, repectivamente, a atividade enzimatica maxima e a
atividade enzimatica parcial (dois pKs aparentes). No entanto, os dados obtidos
(Figuras 19A e 19B) ndo permitem estimar valores de pKs confiaveis. De qualquer
forma, os resultados sugerem que a catdlise enzimética é favorecida pela
protonacdo de um residuo de aminoacido e que sua desprotonacdo prejudica a
ocorréncia da catalise. Estudos demonstraram que a His116 apresenta uma funcéo
importante na catalise, tanto na estabilizacdo do estado de transicdo durante a
catalise quanto doando um préton ao N-1 do anel pirimidico, para que ocorra a
fosfordlise da dThd (45). A Hisl116 é protonada através de um mecanismo de
transferéncia de prétons, pela triade formada pelos aminoacidos Aspl114, Glu225 e a
Lys222 (45). Adicionalmente, estudos de mutagénese sitio-dirigida revelaram que a
His116 é essencial para atividade catalitica, onde foi demostrado que a substituicéo
deste residuo por uma fenilalanina ou por uma lisina aboliu completamente a
atividade enzimética (48). Semelhante aos resultados obtidos para hTP, ja foi
demonstrado que a TP de micro-organismos E. coli e Lactobacillus casei também
possuem atividade maxima em pH baixo (pH 6,0) (26, 96). Embora os resultados
obtidos n&do fornecam nenhum valor de pK, para Kk, eles indicam que a atividade
maxima da hTP ocorre em pH baixo.

A influéncia do pH na ligacdo aos substratos apresentou um padréo de
curva bell-shaped com inclinacdo +1 para o lado &cido e -1 para o lado basico,
indicando a participacdo de um grupo ionizavel em cada lado (Figuras 19C — 19F).
Os dados da curva bell-shaped para 0 Kca/Kiimigina foram aplicados na Eq. 7, gerando
valores de pK, aparente de 5,1 e 5,2 e valores de pK;, aparente de 9,2 e 9,0 para o
precursor e proteina madura, respectivamente (Figuras 19C e 19D). Os resultados
sugerem que a protonacdo da cadeia lateral de um aminoacido com valor de pKj,
aparente de 5,1 e 5,2 e a desprotonacdo da cadeia lateral de um aminoacido com
valor de pK, aparente de 9,2 e 9,0 prejudicam a ligacdo do substrato dThd. As
estruturas cristalograficas da enzima hTP complexada com o produto da reacdo
timina (PDB 2JOF), com o substrato 5-iodouracil (PDB 2WK6) e com o potente
inibidor TPl (PDB 1UOU), demostraram que a cadeia lateral da His116 esta
envolvida no sitio de ligacdo pirimidico, que por sua vez, é o sitio de ligacdo da
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timidina (45, 46, 48). A His116 pertence ao dominio a/f da hTP, no qual esta
localizado o sitio de ligacdo do P;, e ligacdes de hidrogénios sao feitas entre
TPI/timina/5-iodouracil e os residuos. A ligacao da timina € similar & do 5-clorouracil
do TPI, na qual o grupo metil da timina foi substituido pelo cloro. A His116 interage
diretamente com o 5-clorouracil através do grupamento €2 (N-3). Neste contexto,
sugere-se que a cadeia lateral da His116 parece ser o provavel grupo ionizavel
candidato ao valor de pK,; de 5,1 e 5,2 e este deve estar desprotonado para que
ocorra a ligacéo ao substrato dThd.

As estruturas cristalograficas da hTP também demonstraram que a cadeia
lateral da Lys221 interage diretamente com TPIl/timina/5-iodouracil através de
ligacdes de hidrogénio (45, 46, 48). Diferentemente da His116, a Lys221 pertence ao
dominio a, no qual o sitio de ligagao pirimidico esta localizado, assim como os outros
residuos que estdo envolvidos na ligacao de TPI/timina/5-iodouracil. A cadeia lateral
da Lys221 parece ser o provavel grupo ionizavel candidato ao valor de pK, de 9,2 e
9,0 e este deve estar protonado para que ocorra interagdo com a dThd.

Os dados da curva bell-shaped para 0 Kca/Krostato foram aplicados na Eq. 7
resultando os valores de pK, aparente de 6,2 e 6,1 e valores de pKy aparente de 8,6
e 7,8 para o precursor e proteina madura, respectivamente (Figuras 19E e 19F). Os
resultados indicam que a protonac¢éo de um grupo ionizavel com um valor de pK, de
6,2 e 6,1 e a desprotonacao de um grupo ionizavel com um valor de pKy, de 8,6 e 7,8
prejudicam a ligacdo do substrato P;. De acordo com a estrutura cristalografica da
enzima PyNP de Bacillus stearothermophilus (PDB 1BRW), os aminoacidos Lys81,
Ser83, Lys108, Ser110 e Thr120 séo residuos importantes na ligacdo ao P; (47). As
enzimas PyNP de B. stearothermophilus e a hTP apresentam 40 % de identidade
(47) e através da analise das estruturas primarias verificou-se que todos os residuos
sédo conservados com excecao da Lys108, a qual corresponde a Metl42 na hTP. A
Lys81 correspondente a Lys115 na hTP é o provavel residuo de aminoacido
candidato ao valor de pK, de 7,8 — 8,6 e este deve estar protonado para que ocorra
a ligacdo ao P;. A importancia da Lysl11l5 na ligagdo desse substrato ja foi
demostrada através de experimentos de mutagénese sitio-dirigida, onde a
substituicdo da Lys115 pelo glutamato completamente aboliu a atividade enzimatica
(50).

A curva bell-shaped para 0 Kca/Kostato indicou também a participacdo de um

grupo ionizavel com valor de pK, de 6,2 e 6,1. De acordo com as analises
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estruturais, os demais residuos de aminoacidos que interagem com esse substrato
ndo apresentam cadeias laterais ionizaveis e, desta forma, o valor de pK,de 6,2 e

6,1 parece ser atribuido ao grupo ionizavel do substrato P;.

Figura 19 - Parametros cinéticos dependentes do pH para o precuror da hTP e proteina madura em
fungéo do |Og kcat (A - B); do Ingcat/Ktimidina (C - D); do lngcat/Kfosfato (E - F)-
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6.9 Modelagem molecular

A técnica I-Tasser foi utilizada para predi¢cdo das estruturas do precursor e da
hTP madura uma vez que todas as estruturas cristalograficas determinadas (PDB:
2WK5, 2WK6, 1UOU e 2J0) apresentam a auséncia do dominio N-terminal, mais
precisamente dos primeiros 40 residuos de amino&cidos. Alguns autores propdem
gue a auséncia de uma densidade eletrbnica na regido inicial N-terminal da hTP
inviabilizou a resolugdo estrutural através da técnica de raios X (45). O K¢at da hTP
madura, como p6de ser observado através dos estudos de cinética enzimatica, €
aproximadamente duas vezes maior em relacéo ao precursor. Do mesmo modo, 0s
outros parametros cinéticos analisados (Ky; Kea/Kyv), também demostraram
diferencas relevantes entre as enzimas hTP (ver Tabela 5). No intuito de entender
melhor quais 0s aspectos estruturais que poderiam estar relacionados as diferencas
cataliticas, optou-se por ferramentas de modelagem molecular conforme foi
previamente descrito na metodologia.

A sequéncia priméaria do precursor da hTP (Figura 20) foi submetida ao I-
Tasser web Server retornando os cinco modelos com a melhor qualidade
estereoquimica e baseado nas fun¢cbes de energia do programa I-Tasser. O melhor
modelo obtido € mostrado na Figura 21, sendo que o dominio N-terminal esta
representado em amarelo e vermelho. A regido em vermelho representa os dez
aminodcidos iniciais existentes somente no precursor.

Através da modelagem molecular do dominio N-terminal do precursor da hTP
ficou evidenciado uma hipbtese para as diferencas observadas nos ensaios
cinéticos. O modelo sugere que os dez primeiros residuos de aminoacidos
existentes somente no precursor formam uma pequena alfa hélice na entrada do
sitio ativo da enzima e que, por sua vez, podem atuar dificultando a ligacdo ao
substrato e/ou a fosfordlise da dThd. Os resultados sugerem que a clivagem
proteolica desses residuos pode estar relacionada ao aumento da atividade

catalitica da enzima.
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Figura 20 - Alinhamento da sequéncia priméria das enzimas hTP, precursor e madura, realizada com
o programa ClustalWw.
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Figura 21 - Modelo do precursor da enzima hTP em associagdo com a timina. A enzima esta
representada no modelo de cartoon e a timina no modelo de esferas. Em amarelo e vermelho esta
identificado o dominio N-terminal da enzima.

6.10 Sintese dos compostos planejados

Os compostos quimicos foram sintetizados em duas etapas a partir do 6-
(clorometil)pirimidina-2,4(1H,3H)-diona (1). A primeira etapa foi realizada a partir da
reacdo do composto 1 com as respectivas N-halosuccinimidas 2 na presenca de
agua como solvente (Esquema 1). Os produtos halogenados 3a-c foram obtidos
com 68-87 % de rendimento.
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Esquemal

o 0]
HN Ao — ! . HN
AN o™ o0 68-87% A M o
0] N X @) N
H H
1 2 3a-c

Entrada X Rendimento (%)

3a Cl 71
3b Br 68
3c I 87

Reagentes e condig¢bes: i = H,0, 25-100 °C, 1 h.

A segunda etapa foi realizada a partir da substituicdo nucleofilica dos
compostos 3a-c utilizando amino alcoois ou aminas secundarias (4). Os produtos 5a-
n foram obtidos em tempos de reacdo que variaram entre 6-20 h com rendimentos
dos produtos purificados variando entre 13-77 %. As reagdes foram conduzidas por
aguecimento térmico convencional e utilizaram agua como solvente (Esquema 2).
Todos 0s compostos apresentaram espectros de ressonancia magnética nuclear de
'H (RMN *H), espectroscopia no infravermelho (FTIR) e espectrometria de massas
de alta resolugcéo (ESI-FTMS) condizentes com as estruturas propostas (Anexo H).
No Anexo H, encomtram-se exemplificados os dados espectroscopicos e

espectrométricos para os compostos 3c e 5g.
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Esquema 2

O 0]
HN™ ) . HN’R1 4’()» AN X R’
O)\H cl R2 13-77% O)\H N o
3a-c 4 5a-n
Entrada X R" R* Rendimento (%)
5a Ccl H CH,CH,OH 13
5b Cl H CH(CH,OH)CH,OH 33
5c Br H CH,CH,OH 32
5d Br H CH(CH,OH)CH,OH 23
Se Br H CH,CH(OH)CH,OH 20
5f | H CH,CH,OH 21
59 | H CH(CH,OH)CH,OH 75
5h | H CH,CH(OH)CH,OH 2