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RESUMO

A malaria humana por ser uma doenca tropical e parasitaria de relevancia médica,
social e econbmica, representa um dos mais importantes problemas de saude
publica no mundo. Em vista a resisténcia do inseto-vetor aos inseticidas, a pesquisa
de novas ferramentas para o controle do vetor tem sido proposta. Uma das
alternativas mais fascinantes baseia-se no uso de inibidores de enzimas que
desempenham papel importante e fundamental no metabolismo e fisiologia do
inseto. Uma destas enzimas é a trealose-6-fosfato fosfatase atuante na rota
metabdlica da trealose que desfosforila a molécula de trealose-6-fosfato, formando
como produtos o dissacarideo trealose e fosfato inorganico. A trealose é um dimero
de glicose encontrado em plantas, insetos e micro-organismos. Nestes organismos
acredita-se ser importante para diversos papéis, um dos quais € servir como sitio de
armazenamento de glicose para energia e/ou para a sintese de componentes
celulares, outro papel é proteger as células contra pressées ambientais, tais como
dessecacdo e congelamento, e para estabilizacdo de proteinas contra a
desnaturacao. Por esse motivo, este trabalho teve como objetivo clonar e expressar
0 gene da trealose-6-fosfato fosfatase (TPP) de Anopheles gambiae na levedura
metilotrofica Pichia pastoris e analisar a enzima recombinante expressa na levedura.
De acordo com os resultados obtidos, foi possivel demonstrar que a enzima TPP de
A. gambiae foi expressa eficazmente na levedura P. pastoris e secretada no
sobrenadante da cultura celular, conforme analise por Western blotting. Pelo perfil
eletroforético em gel SDS-PAGE, apéds procedimento de purificacao, foi revelado que
a enzima TPP recombinante do clone TPP 61 tem massa molecular de ~36 kDa. A
caracterizacao da enzima apresentou pH 6timo de 8,0 e temperatura 6tima de 38 °C.
As constantes cinéticas da enzima indicaram um Kj, de 3,19 £ 0,10 mM e V,,, de

290,0 + 3,78 umol.min-'. A andlise de variancia (ANOVA) com dois fatores revelou
inibicao significativa da TPP recombinante para EDTA (p <0,0001), NaF (p <0,0001),
CaCl, (p <0,001) e Ca(NO3), (p <0,0001) na concentragao de 25 mM, enquanto que

na concentracdao de 5 mM os compostos CaCl, (p <0,001) e Ca(NO3), (p <0,05)
foram significativos na inibicdo da enzima.

Palavras-chave: trealose, trealose-6-fosfato fosfatase, expressao, caracterizacéo
enzimatica, parametros cinéticos; inibigao.



ABSTRACT

Human malaria being a tropical and parasitic disease of medical, social and
economic relevance represents one of the most important public health problems in
the world. Given of resistance of the insect vector to insecticides, research of new
tools for vector control has been proposed. The most fascinating alternative is based
on the use of enzyme inhibitors that play an important and fundamental role in the
metabolism and physiology of the insect. One of this enzyme is trehalose-6-
phosphate phosphatase that dephosphorylates trehalose-6-phosphate substrate,
forming trehalose disaccharide and inorganic phosphate. Trehalose is a dimer of
glucose found in plants, insects and microorganisms. In that organisms trehalose is
important to different roles, of which is to serve as a site of glucose storage for
energy and/or synthesis of cellular components, another role is to protect the cells
against environmental stresses such as desiccation and freezing, and to stabilize
proteins against denaturation. Therefore, this study aimed to clone and express
trehalose-6-phosphate phosphatase (TPP) gene from Anopheles gambiae mosquito
in the methylotrophic yeast Pichia pastoris and to analyze recombinant enzyme
expressed in this yeast. According to results, was demonstrated that TPP enzyme
from A. gambiae has been efficiently expressed in P. pastoris and secreted into the
cell culture supernatant as analyzed by Western blotting. By the electrophoretic
profile in SDS-PAGE gel, after the purification procedure, has been revealed that
recombinant TPP enzyme of TPP 61 clone has a molecular weight of ~ 36 kDa. The
characterization of enzyme presented an optimum pH of 8.0 and optimum
temperature of 38 °C. The kinetic constants of enzyme indicated a K, of 3.19 + 0.10

mM and V,, of 290.0 + 3.78 pmol.min™. The two-way ANOVA test revealed

significant inhibition of recombinant TPP for EDTA (p <0.0001), NaF (p <0.0001),
CaCl, (p <0.001) and Ca(NOs), (p <0.0001) at 25 mM concentration, while CaCl, (p

<0.001) and Ca(NO3), (p <0.05) compounds were significant for inhibition enzyme at
5 mM concentration.

Keywords: trehalose, trehalose-6-phosphate phosphatase, expression, enzymatic
characterization, kinetic parameters, inhibition.
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KUm — micrometro

MM - micromolar

[S] — concentracao de substrato
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1. INTRODUCAO

A malaria € uma doenca infecciosa, potencialmente grave, causada por
protozoarios unicelulares do género Plasmodium spp. transmitidos aos seus
hospedeiros vertebrados através da picada das fémeas de Anopheles spp.
(FORATTINI, 2002; WHO, 2012). Atualmente, seis espécies de Plasmodium sao
parasitos do homem: Plasmodium falciparum Welch, Plasmodium vivax Grassi e
Feletti, Plasmodium malariae Feletti e Grassi, Plasmodium ovale Stephens
(GARNHAM, 1966), Plasmodium knowlesi Sinton e Mulligan (SABBATANI et al.,
2010; YAKOB et al., 2010) e Plasmodium cynomolgi Mayer (TA et al., 2014).

Todos os transmissores da malaria humana sdo insetos do género
Anopheles, dos quais apenas reduzido numero tém importancia para a
epidemiologia da malaria. Os adultos (fémeas) sdo hematéfagos e as fases imaturas
sdo aquaticas. Seu ciclo biolégico compreende as seguintes fases: ovo, quatro
estagios larvais, pupa e adulto (GUIMARAES, 2007).

O principal vetor da malaria humana no Brasil € o Anopheles darlingi
(RACHOU, 1958; DEANE, 1986; TADEI et al., 1998; TADEI e DUTARY-THATCHER,
2000). E um anofelino que tem alta capacidade de adaptacdo ao ambiente
amazonico, habito de realizar a endofagia e exofagia, elevada antropofilia e se
beneficia das alteragdes que o homem produz no ambiente, tais como aquelas que
provocam alteragdes nos padrdes do regime de chuvas e de temperaturas. Como
consequéncia, as temporadas de mais calor e muita chuva sdo propicias aos
mosquitos Anopheles para completar seu ciclo de vida, o que € notado pelo
surgimento de criadouros naturais (TADEI et al., 1988; SHUMAN, 2010).

A resisténcia do mosquito a pelo menos um dos inseticidas usados para o
controle do paludismo foi identificada em 64 paises. Em Maio de 2012, a OMS e o
Programa “Fazer Recuar o Paludismo” publicaram o Plano Mundial de Gestdo das
Resisténcias dos Vetores aos Inseticidas no Paludismo, uma estratégia em cinco
pontos para a gestao do risco da resisténcia aos inseticidas, sendo: (i) necessidade
de controle do vetor; (ii) implementacao e distribuicdo de mosquiteiros impregnados
com inseticida (ITN) e mosquiteiros com inseticidas de longa duragdo (LLIN); (iii)
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politica de adogdo e implementacdo da pulverizagdo intradomicilar (IRS); (iv)
estratégias no manejo dos criadouros naturais de mosquitos; e (v) plano global para
0 manejo da resisténcia aos inseticidas dos vetores de malaria (WHO, 2012).

Um dos pontos de grande relevancia € o conhecimento acerca do
metabolismo e fisiologia do mosquito vetor. Tendo, como exemplo, 0 metabolismo
energético da grande maioria dos mosquitos adultos, machos e fémeas, que
depende inicialmente da ingestdo de carboidratos, provenientes de seivas, néctar de
flores e frutos. Os acucares sao ingeridos pelos mosquitos adultos através da
probéscide, sugando-os sem retrair o labio (FOSTER, 1995; DANTAS-OLIVEIRA,
2011). A ingestdo de acucar possibilita o desempenho de algumas funcdes
primordiais a sua existéncia como o voo, a dispersdo e as multiplas atividades
biolégicas (CLEMENTS, 1992).

O mais importante agucar da hemolinfa é a trealose, um dissacarideo nao-
redutor, sintetizado pela agdo combinada de duas enzimas, trealose-6-fosfato
sintase e trealose-6-fosfato fosfatase, que catalisam a sintese de trealose em muitos
organismos (CANDY e KILBY, 1961; WYATT, 1967; THOMPSON, 2003; KARTHIK,
2011). Além disso, este composto € formado no corpo gorduroso pela combinacao
de dois intermediarios da glicolise: glicose-1-fosfato e glicose-6-fosfato. Ela serve
como uma fonte energética circulante, tal como a glicose o faz no sangue dos
vertebrados (KLOWDEN, 2013).

A trealose foi isolada em 1832 de cravagem do centeio. O acucar foi
primeiramente conhecido como micose. Subsequentemente descrito e renomeado
como trealose por Berthelot (1858) a partir de gorgulhos do género Larinus. O nome
refere-se as células da pupa de besouro ou casulos — “treala” — formadas em volta
de sementes de plantas hospedeiras coletadas por pessoas em toda a Asia Menor
(PIERCE, 1915; RICHARDS et al., 2002). A trealose foi descrita em diversas fontes,
incluindo bactérias, fungos, liquens, algas, poucas plantas vasculares e varios
animais invertebrados (THOMPSON, 2003).

O papel deste dissacarideo além de atuar como componente de
armazenamento, estrutural e de transporte, serve para a protecdo de membranas e
proteinas contra efeitos adversos de estresse, tais como calor, frio, dessecacéo,
andxia e, em alguns casos, parece ser importante na eclosao de ovos.

Uma estratégia para o controle do vetor da malaria seria a inibicdo ou

silenciamento das enzimas responsaveis pela sintese de trealose. Uma elucidacéo
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para a implementacado desta estratégia foi a identificacdo de inibidores enzimaticos,
pela técnica de high throughput screening, da enzima trealose sintase (TPS) da
mosca da fruta, Drosophila melanogaster, e do ectoparasita de gatos,
Ctenocephalides felis. Os compostos que obtiveram resultados positivos nos ensaios

de concentracao inibitéria maxima (ICs,) pertencem a classe dos tiopiranos. Estes

compostos podem ser Uteis para o desenvolvimento de inseticidas com um novo
modo de agdo, tornando a enzima TPS um potencial alvo molecular inseticida
(KERN et al., 2012).

Portanto, a auséncia destas enzimas, em particular a trealose fosfatase,
objeto de estudo deste trabalho, em humanos e seu papel crucial no metabolismo da
trealose faz da enzima em discussao um alvo atrativo na formulagéo futura de um

inseticida para o controle de mosquitos vetores.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Historico da malaria no Brasil

No Brasil, registros da ocorréncia da doenca podem ser encontrados em
literaturas que datam dos séculos XVII e XVIII. No final do século XIX (1898), Adolfo
Lutz, baseado em observacbes empiricas, registrou a participagdo do vetor
Anopheles cruzi na cadeia de transmissdo da maldria, durante uma epidemia
ocorrida entre os trabalhadores da estrada S&do Paulo - Santos, naquela época em
construgéo, passando a recomendar a instalacao dos alojamentos dos trabalhadores
longe da floresta (SILVEIRA e REZENDE, 2001).

No final do século XIX e inicio do século XX, foi registrada importante
epidemia de malaria no pais, durante a construcdo da Estrada de Ferro Madeira
Mamoré, no periodo de 1896 a 1912, no Estado de Rondbnia, consequente a um
grande fluxo migratério para a regiao, constituido por trabalhadores brasileiros e
estrangeiros. A presenca desses trabalhadores em plena Floresta Amazdnica foi
seguida de grande numero de casos e Obitos por malaria, cuja real magnitude nunca
foi possivel precisar, dada a fragilidade dos registros disponiveis, existindo
estimativas quanto a ocorréncia de mais de 10.000 ébitos entre trabalhadores
(MATIAS e LIMA, 2005).

Os estudos sobre malaria passaram a ter maior sistematizacao e melhores
registros a partir de 1922, quando a Fundacdo Rockefeller passou a desenvolver
trabalhos na Baixada Fluminense no Rio de Janeiro, atividades que foram, aos
poucos, ampliando-se para outras regides do pais (FRANCO-AGUDELO, 1981;
FARIA, 1995).

Até meados da década de 40, a malaria difundia-se por todo o pais,
estimando-se, na época, a existéncia de seis milhbes de casos da doenca,
equivalendo a cerca de 15% da populacao (DEANE et al., 1985; BRASIL, 1995;

1995a). A area de transmissado atingia total ou parcialmente todos os estados,
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excluindo-se apenas o Rio Grande do Sul (DEANE et al., 1985; SILVEIRA e
REZENDE, 2001).

Em 1965 foi criada a Campanha de Erradicacdo da Malaria - CEM, cujos
trabalhos, baseados nos pressupostos da erradicagdo (1. a transmissdo é
intradomiciliar; 2. o homem € o Unico reservatério animal e, por conseguinte, o
tratamento adequado eliminaria as fontes de infeccédo; 3. disponibilidade de um
inseticida eficaz), conseguiram eliminar ou reduzir drasticamente a malaria de
extensas areas do territério brasileiro (regides Nordeste, Sudeste, Centro-Oeste e
Sul). Em 1970 foi registrado o menor niumero de casos de malaria do pais (52.469
casos) (BARATA, 1995; SILVEIRA e REZENDE, 2001; LOIOLA et al., 2002).

A estratégia da erradicacdo, entretanto, ndo deu bons resultados na
Amazénia, em decorréncia das caracteristicas proprias da regidao: grande dispersao
populacional; presenca, habitos e comportamento de grupos humanos
especialmente expostos ao contato com o vetor (garimpeiros, madeireiros,
agricultores); habitagdes precarias, algumas com auséncia de superficies borrifaveis
(paredes ausentes ou incompletas); significativa transmissao peri e extra-domiciliar
(pela mudanca de comportamento do vetor A. darlingi, anteriormente com maior
atuacao no intra-domicilio); ocorréncia de cepas de P. falciparum resistentes aos
antimalaricos; deficiente infra-estrutura social (saneamento, educacéo, organizacao
social) e de servicos de saude na grande maioria dos municipios (BRASIL, 1995;
DUARTE et al., 2002).

A ocorréncia de epidemia de malaria em 1999, que atingiu praticamente todos
os estados da Amazénia Legal (Amazonas, Para, Rondénia, Acre, Roraima, Amapa,
Maranhao, Tocantins e Mato Grosso), com registro de 637 mil casos (99,5%
ocorridos nessa regiao), levou o governo brasileiro a propor a reducédo da incidéncia
da malaria em 50% até dezembro de 2001, em relacdo a 1999, e a reducdo da
mortalidade em 50% até dezembro de 2002, em relacdo a 1997. Essas metas
faziam parte de uma acdo de impacto emergencial, denominada Plano de
Intensificacdo das Acdes de Controle da Malaria na Amazébnia Legal — PIACM
(BALDEZ, 2005).

Nas Américas, aproximadamente 2/3 das infeccbes por malaria ocorrem na
Bacia Amazébnica. O numero elevado de casos estd associado aos seguintes
fatores: (1) a capacidade das espécies de Anopheles em detectar os hospedeiros

vertebrados; (2) densidade populacional das espécies vetoras; (3) o ciclo de
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reproducao na natureza; (4) as inter-relacées dessas espécies com o homem; (5) a
presenca de pacientes infectados com malaria e os assintoméaticos; (6) as condicdes
ambientais favoraveis a proliferacdo dos mosquitos; e (7) os diferentes tipos de
ecossistemas presentes na Amazénia (RODRIGUES, 2006).

2.2 Mosquitos do género Anopheles como espécie vetora

Os mosquitos transmissores da malaria humana sdo da ordem Diptera,
familia Culicidae, subfamilia Anophelinae, a qual pertence o género Anopheles,
compreendendo este seis subgéneros: Anopheles Meigen, Cellia Theobald,
Kerteszia Theobald, Lophopodhomyia Antunes, Nyssorhynchus Blanchard e
Stethomyia Theobald (FERREIRA e ALVARADO, 1991).

O subgénero Cellia € composto pelos principais vetores da malaria humana
nos continentes africano e asiatico (DEANE, 1986; CONSOLI e LOURENCO-
OLIVEIRA, 1994). Na Africa, o mosquito Anopheles gambiae Giles, é o principal
vetor da maldria humana, atuando na transmissdo do P. falciparum que causa a
forma mais grave da doenca. Este vetor é altamente antropéfilo, sendo atraido por
meio do CO,, &cido latico e outras substdncias emitidas pela respiracdo dos

humanos, além das caracteristicas das glandulas sudoriparas e da microbiota da
pele humana que emitem compostos organicos de odor, notadamente acidos
carboxilicos, que sao fatores primarios determinantes na preferéncia de hospedeiros
dos mosquitos antropéfilos (SMALLEGANGE et al., 2011).

Na Asia e no Oriente Médio o mosquito Anopheles stephensi Liston, 1901 é
um importante vetor de malaria humana. Esta espécie com distribuicdo subtropical
tem sido descrita como zodfila, embora tenha sido documentada atividade
antropéfila em algumas regides geograficas do Iraque e india (HATI, 1997). Em
laboratério, o A. stephensi é utilizado, em paises da Europa e nos Estados Unidos,
como um excelente modelo de malaria em roedores para elucidar as interacdes
entre o parasito e o hospedeiro (ANDERSON et al., 2004; BALDACCI e MENARD,
2004; ISHINO et al., 2004; LEVASHINA, 2004).

Na América do Sul os principais vetores pertencem aos subgéneros
Nyssorhynchus e Kerteszia (DEANE, 1986; CONSOLI e LOURENCO-OLIVEIRA,
1994). No Brasil, mosquitos do subgénero Nyssorhynchus sao os mais importantes

vetores do parasita da malaria, sendo representados por Anopheles darlingi Root,
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1926, Anopheles aquasalis Curry, 1932, Anopheles albitarsis Lynch-Arribalzaga,
1878 dentre outros (GUIMARAES, 2007). O A. darlingi é o principal vetor da malaria
apresentando comportamento altamente antropéfilo (DEANE, 1989; ROSA-FREITAS
et al.,, 1998; TADEI et al.,, 1998; SOUZA-SANTOS, 2002), embora ja tenha sido
capturado picando animais (DEANE, 1989; CHARLWOOD, 1996). Sua colonizacéo
em laboratério ndo foi possivel ainda, pois essa espécie necessita de grandes
espacos para realizar o voo nupcial ou copula. Este anofelino esta presente em todo
o interior do pais, exceto nos locais mais secos do Nordeste, no extremo Sul e em
locais de maior altitude, sendo mais frequente ao longo de grandes rios e proximos
as florestas (CONSOLI e LOURENCO-OLIVEIRA, 1998; NEVES et al., 2005).

O A. aquasalis é encontrado em locais onde existem aguas salobras. A
presenca desses mosquitos em areas distantes do litoral se deve a presenca de
cloretos no solo ou a invasao do terreno pelas marés, como ocorre na area de
Belém, Para (CONSOLI e LOURENCO-OLIVEIRA, 1998). Seus criadouros sao
colecdes de aguas paradas e salobras ensolaradas ou parcialmente sombreadas. E
uma espécie cuja densidade populacional é diretamente influenciada pela presenca
das chuvas: menor com o0 avancar da época mais seca; maior quando se iniciam ou
finalizam os periodos chuvosos (GUIMARAES, 2007).

A. albitarsis Lynch-Arribalzaga, que também possui um importante papel na
transmissao da malaria, € um complexo de varias espécies cripticas que nao podem
ser distinguidas morfologicamente na fase adulta. Fazem parte deste complexo: A.
albitarsis, Anopheles oryzalimnetes, Anopheles marajoara, Anopheles deanorum,
Anopheles janconnae, Anopheles albitarsis G e Anopheles albitarsis F, sendo que
algumas destas ja foram encontradas infectadas com P. falciparum ou P. vivax
(LEHR et al., 2005; LI e WILKERSON, 2005; MOTOKI et al., 2009).

As espécies de Nyssorhynchus sao peridomiciliares entrando nas casas para
se alimentar de sangue. De imediato, retiram-se e pousam-se novamente na
vegetacao proxima. Anopheles nuneztovari, por exemplo, é zodfilo, crepuscular e
peridomiciliar. Entretanto, esses habitos podem mudar dependendo de uma série de
fatores externos, especialmente aqueles relacionados com as atividades humanas.
No entanto, os registros mostram que os surtos sdo desencadeados somente
quando os casos de malaria sdo provocados pelo A. darlingi (TADEI e DUTARY-
THATCHER, 2000).
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As mudancas no comportamento dos mosquitos frente aos inseticidas, a
resisténcia as drogas pelos parasitos, o custo elevado de novas drogas, as
limitac6es no desenvolvimento de vacinas e os danos causados ao meio ambiente
pela aplicacdo de pesticidas, sdo fatores que levam a busca de novas alternativas
no controle da malaria.

O conhecimento sobre o metabolismo do inseto vetor, assim como as
principais enzimas envolvidas nas diferentes rotas metabdlicas, redne dados
importantes sobre a fisiologia do inseto, abrindo espaco para a pesquisa e
implementacdo de estratégias que visam proporcionar meios de controle
entomoldgico e gerenciamento dos mecanismos de resisténcia do inseto vetor frente

aos inseticidas conhecidos e largamente utilizados.

2.3 Metabolismo de carboidratos nos insetos

As mais importantes reservas de carboidrato nos insetos sdo o glicogénio e
trealose, sintetizados quando a entrada de carboidrato € maior do que €
imediatamente requerido. Ambos podem facilmente ser convertidos a glicose
quando as reservas necessitam ser mobilizadas (figura 1). Glicogénio estocado no
corpo gorduroso pode ser imediatamente convertido a trealose para ser liberada na
hemolinfa (KLOWDEN, 2013).



29

f_*. Glicogénio

Uridina
difosfato
glicose ADP e
v ><
Glicose-1-fosfato \—/ Glicose
uTtpP
v
Glicose-6-fosfato
l — UDPG
Trealose-6-fosfato
Glicdlise Trealose

Figura 1: Interconversdes de glicogénio, glicose e trealose. Glicogénio é a forma de
armazenamento de carboidrato e € convertido a glicose e trealose quando a energia
€ requerida.

Fonte: Klowden (2013) com adaptacoes.

A mobilizacdo das reservas de glicogénio para formar glicose e trealose na
hemolinfa é hormonalmente controlada pelo horménio hipertrealossémico (HrTH),
liberado do corpo cardiaco. A liberacdo do horménio é desencadeada pelas
reducdes das concentracdes de acucares na hemolinfa quando eles sdo consumidos
durante o metabolismo ou durante a fome. A fosforilase cinase, um segundo
mensageiro do sistema, ativa a glicogénio fosforilase que forma glicogénio-1-fosfato
a ser liberado do glicogénio com formacao final de trealose (KLOWDEN, 2013).

Como um dissacarideo, a trealose pode ser mantida em uma alta
concentragdo na hemolinfa antes de se difundir através da membrana para dentro
das células. A alta concentragéo de trealose na hemolinfa facilita sua distribuicdo por
difusdo para todas as células do inseto (KLOWDEN, 2013).

A concentracdo de trealose na hemolinfa, entretanto, ndo esta
homeostaticamente regulada. Preferivelmente, a trealose ocorre em niveis altamente
variaveis, tipicamente entre 5 e 10 mM, dependendo de condicbes ambientais,
estado fisiolégico e nutricional. Esta concentragéo variavel é essencial para cumprir
0s papéis da trealose: (1) como estoque de energia, o papel tradicional atribuido a
trealose; (2) como crioprotetor, reduzindo o super-resfriamento de alguns insetos
sensiveis a baixa temperatura; (3) como molécula estabilizadora de proteinas de

membrana durante os estresses térmico e osmético, uma funcdo apenas
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recentemente investigada em insetos; e (4) como componente de um mecanismo de
resposta, regulando o comportamento alimentar e nutricional, onde os niveis de
metabdlitos da hemolinfa, incluindo a trealose, agem por meio da modulacdo de
respostas dos receptores do paladar através do sistema nervoso central,
influenciando a sele¢ao de alimentos (THOMPSON, 2003).

Para a manuten¢édo do voo prolongado de insetos, os carboidratos de outras
fontes podem ser mobilizados. Estes carboidratos sdo fornecidos para o musculo do
voo via hemolinfa, principalmente na forma de trealose (WYATT, 1967; BAILEY,
1975). A trealose da hemolinfa é reabastecida dos estoques de glicogénio no corpo
gorduroso (BEENAKKERS et al., 1984).

A glicose é removida da hemolinfa durante o voo principalmente por sua
conversao direta em trealose no corpo gorduroso (CLEGG e EVANS, 1961). Em
Phormia regina, por exemplo, a trealose da hemolinfa é reabastecida a partir do
glicogénio localizado no corpo gorduroso, assim como de agucares do intestino,
embora o corpo gorduroso pareca ser o local exclusivo para a sintese de trealose
(BERNAKKERS et al., 1984).

O controle por horménios metabdlicos constitui um outro nivel de regulacéo
da mobilizacdo de trealose. Hormdnios hipertrealossémicos que causam uma
elevacao dos niveis de trealose na hemolinfa, pela estimulacdo da conversdo do
glicogénio do corpo gorduroso em trealose, foram demonstrados em varias espécies
de insetos (CANDY, 1981; BEENAKKERS et al., 1984), como é visto na figura 2.
Conforme mostra a figura, os horménios hipertrealossémicos ativam uma cascata de
eventos celulares onde, finalmente, sera formado glicose-1-fosfato a partir da
degradacado do glicogénio pela glicogénio fosforilase. Com a glicose-1-fosfato
formada, tem-se inicio uma série de reacdes enzimaticas que dardo origem ao

dissacarideo trealose.
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Figura 2: Esquema mostrando o possivel modo de agdao dos horménios
hipertrealossémicos sobre a glicogendlise no corpo gorduroso da barata (P.
americana).

Fonte: Adaptado de Steele (1982).

O papel fisiologico dos hormbnios hipertrealossémicos durante o voo foi
demonstrado em Calliphora erythrocephala. Moscas varejeiras sao capazes de
manter o nivel constante de trealose na sua hemolinfa durante um voo de 45
minutos. Se o corpo cardiaco € removido ou desnervado a concentragdo de trealose
cai marcadamente durante o voo e as moscas perdem sua habilidade de voo
(VEJBJERG e NORMANN, 1974).

Os hormonios hipertrealossémicos estimulam a degradacao do glicogénio no
corpo gorduroso por meio da ativacao da glicogénio fosforilase (STEELE, 1982).
Tanto a degradagdo do glicogénio quanto a de trealose levam a formacao de
glicose-6-fosfato, e o catabolismo deste até piruvato nos musculos de voo é, em
esséncia, idéntico a glicolise dos vertebrados (BEENAKKERS et al., 1984).

Nos gafanhotos existem dois fatores hipertrealossémicos, um no lobo de
armazenamento e outro no lobo glandular do corpo cardiaco (MORDUE e
GOLDSWORTHY, 1969) O corpo cardiaco também contém peptideos conhecidos
como peptideos adipocinéticos: o principal fator, AKH | (horménio adipocinético I),
esta presente no lobo glandular e o fator secundario, AKH Il (horménio adipocinético

I), esta localizado no lobo de armazenamento e, principalmente, no lobo glandular
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(GOLDSWORTHY et al., 1972; CARLSEN et al., 1979; KLOWDEN, 2013). Tanto
AKH | quanto AKH Il aumentam os niveis de carboidratos na hemolinfa de
gafanhotos.

Quando liberado na hemolinfa durante o voo, o AKH ativa a TAG
(triacilglicerol) lipase no corpo gorduroso, a qual hidrolisa os triglicerideos
armazenados em diacilglicerdis que, entdo, sao transportados aos tecidos-alvo pelas
lipoforinas (figura 3). A liberacdo de AKH é inibida pela trealose presente na
hemolinfa e estimulada pela octopamina (KLOWDEN, 2013).

l A
Receptor |

Proteina
G

Adenilato
ciclase

Proteina
cinase A

—

TAG lipase

}

Triacilglicerdis Diacilglicerois

Figura 3: Ativacao da TAG lipase pelo AKH. A TAG lipase hidrolisa os triglicerideos
em diacilglicer6is, que sao transportados até os tecidos-alvo por meio das
lipoforinas.

Fonte: Klowden (2013) com adaptacoes.

Por volta de quarenta isoformas de AKH foram identificadas em uma
variedade de ordens de insetos com algumas delas contendo mdultiplas formas do
hormbnio, de modo que cada uma pode realizar diferentes papéis. Estes hormonios
consistem de oito a dez aminoacidos com ao menos dois aminoacidos aromaticos
(KLOWDEN, 2013).
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2.4 O dissacarideo Trealose

Trealose (a,o0-trealose) € um dissacarideo formado por uma ligagédo a-1,0-1
de duas moléculas de D-glicose (BIRCH, 1963). Ela é um agucar nao redutor que
nao € facilmente hidrolisada por acido e a ponte glicosidica ndo é clivada pela a-
glicosidase. Sua formula molecular é C;,H,,0;; e peso molecular de 343,31
(RICHARDS et al., 2002). Resisténcia a hidrélise acida e uma auséncia de ligacao
direta de hidrogénio intramolecular faz da trealose quimicamente Unica quando
comparada com outros dissacarideos, particularmente sacarose, o dissacarideo
nao-redutor de origem vegetal (THOMPSON, 2003).

A descoberta da trealose é atribuida a H. A. Wiggers enquanto estudava
solugdes da cravagem do centeio (HARDING, 1923; KOCH e KOCH, 1925). Ela foi
isolada do agucar de cogumelos por Mitscherlich em 1858 e foi chamada de micose.
No mesmo ano, Berthelot obteve amostras de casulo semelhante a concha do
Oriente Médio, o qual é secretado por muitos insetos sobre as folhas (RICHARDS et
al., 2002). Berthelot extraiu um novo acgucar destas conchas e o denominou de
“glicose trealica” ou trealose (HARDING, 1923). Foi sugerida que esta substancia é
similar ao “mana” mencionado no livro do Exodo do Antigo Testamento como uma
fonte de alimento de sabor doce ingerida pelos israelitas durante sua jornada no
deserto (BERGOZ, 1971).

Embora os isébmeros a,B-trealose (neotrealose) e B,B-trealose (isotrealose)
tenham sido sintetizados, eles s&o raramente encontrados na natureza (BEHM,
1997). A forma a,a é o isbmero comumente referido como trealose (a,a-trealose, o-
D-glicopiranosil, a-D-glicopiranosida, agucar do cogumelo, micose) e € largamente
distribuida em todo o reino animal e vegetal (BIRCH, 1963; ELBEIN, 1974;

THOMPSON, 2003). A forma estrutural da trealose e dos seus isdbmeros é mostrada
na figura 4 a seguir.
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Figura 4: Estrutura da a,a-trealose com modelagem molecular comparada com seus
isbmeros a,3- e B,B-trealose.
Fonte: Teramoto et al. (2008) com adaptacées.

Sintetizada no corpo gorduroso seguida da digestdo do agucar da dieta, a
trealose € um produto da condensacao de dois intermediarios glicoliticos, glicose-1-
fosfato e glicose-6-fosfato (figura 5). Fontes alternativas de trealose sao a
degradacao do glicogénio e a gliconeogénese. A sintese e degradacao de trealose
estdo sob controle hormonal, envolvendo tanto fatores hipertrealossémicos quanto

hipotrealossémicos (THOMPSON, 20083).
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Figura 5: Via de biossintese da trealose e a interconexdo com os compostos
precursores de trealose. Enzimas/vias metabdlicas: (a) cinases e outras enzimas; (b)
glicogénio fosforilase; (c¢) fosfoglicomutase; (d) glicose-1-fosfato uridil transferase; (e)
trealose-6-fosfato sintase; (f) trealose-6-fosfato fosfatase; (g) fosfoglicose isomerase;
(h) fosfofrutocinase-1; (i) frutose-1,6-bifosfatase; (j) glicélise; (k) gliconeogénese; +/-
ativador/inibidor alostérico.

Fonte: Adaptado de Candy et al. (1997).

Acima de oitenta espécies foram listadas por Elbein (1974) por produzirem
trealose, incluindo géneros de plantas, algas, fungos, bactérias, insetos e demais
invertebrados. Interessantemente, a trealose, isolada de todas as espécies de
insetos examinadas, € o principal acucar (aproximadamente 80 % - 90 %)
encontrado na hemolinfa e pode constituir aproximadamente 20 % de todos os
carboidratos durante estagios especificos do desenvolvimento do inseto (WYAT e
KALF, 1956).

Em leveduras de cerveja, a biossintese de trealose € catalisada por enzimas
que facilitam a reacdo de UDP-glicose com glicose-6-fosfato, resultando em UDP e

o,o-trealose-6-fosfato (CABIB e LELOIR, 1957). O fosfato é enzimaticamente

removido levando a formacdo de uma molécula de trealose. Varios outros
organismos produzem trealose por mecanismos similares (ELBEIN, 1974).

A degradacéo da trealose é realizada por uma enzima altamente especifica, a
trealase que hidrolisa a ligacao glicosidica da trealose, liberando duas moléculas de
glicose (BIRCH, 1963; HEY e ELBEIN, 1968; ELBEIN, 1974). A trealose, por sua
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vez, ndo é encontrada em espécies superiores, como os mamiferos (RICHARDS et
al., 2002).

Em organismos invertebrados, a trealose esta apta para agir como uma fonte
de energia durante certos estagios de desenvolvimento, tal como a germinacao
prematura de esporos (SUSSMAN e LINGAPPA, 1959). Em micobactérias, a
trealose pode ser incorporada em glicolipideos e, portanto, age como um
componente estrutural (ELBEIN e MITCHELL, 1973). Em outros micro-organismos,
derivados da trealose agem como metabdlitos intermediarios ou moléculas
estruturais (ELBEIN, 1974). A trealose fornece a fonte de energia para o voo em
uma variedade de insetos e é provavel ser uma adaptagdo para voar (WYAT e
KALF, 1957; CLEGG e EVANS, 1961).

Um dos muitos aspectos fascinantes da presenca de trealose em varios
organismos é a sua participacdo na estabilizacdo de processos vitais em espécies
gue podem sobreviver tanto no frio quanto na desidratacao (PAIVA e PANEK, 1996).
Estudos mostram que a trealose fornece protecdo ao frio em varios organismos
(NEWMAN et al., 1993). Asahina e Tanno (1964) descobriram que o estagio larval
de uma vespa pode sobreviver a temperaturas de -40 °C.

Embrides de camarao de agua salgada que entram em dorméncia acumulam
trealose em torno de 15 % de seu peso seco. Sabe-se que a trealose age tanto
como um estabilizador durante a dorméncia, quanto fonte de energia para a
emergéncia de embrides (CLEGG, 1965). As concentragdes de trealose foram
associadas com a sobrevivéncia de nematédeos durante a dissecacao e € sugerido
que a presenca de trealose serve como um fator de protecdo no choque térmico e
estresse osmaotico em outros organismos (WOMERSLEY e SMITH, 1981; NEWMAN
et al., 1993).

O mecanismo por meio do qual a trealose pode estabilizar os sistemas vivos
durante os ciclos de congelamento-descongelamento, quente-frio e/ou desidratagédo-
reidratacdo estdo possivelmente relacionados com sua conformacdo molecular
(RICHARDS et al., 2002). Um estudo de modelagem molecular da trealose em
solugcdo sugeriu que ela pode proteger contra a remocdo de agua durante a
desidratacdo ou congelamento pela substituicdo da dgua de hidratagdo normalmente
associada com as estruturas biolégicas (DONNAMARIA et al., 1994). Esta atividade
poderia ajudar a estabilizar estas biomoléculas e inibir a desnaturacao irreversivel.
Isto sugere que a trealose pode estabilizar bicamadas lipidicas pela ordenacao das
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moléculas de agua em torno da membrana, ou pela interacdo direta com
biomoléculas polares quando a agua é removida (KAWAI et al., 1992).

Somente carboidratos sdo efetivos na protecdao de proteinas durante o
processo de ressecamento. Desta forma, a trealose protege tanto proteinas quanto
lipideos de membrana da degradacdo durante os processos de ressecamento
(CROWE et al.,, 1990). A trealose aparenta ter grande flexibilidade nas pontes
glicosidicas entre as moléculas de glicose, quando comparada com outros
dissacarideos. Esta propriedade permite a trealose conformar-se com 0s grupos
polares irregulares de macromoléculas (COLACO e ROSER, 1995). Em paralelo, a
enzima trealose-6-fosfato fosfatase, presente na via da biossintese do dissacarideo

trealose, é tida como uma enzima-chave na sintese deste dissacarideo.

2.5 A enzima Trealose-6-fosfato fosfatase

A trealose-6-fosfato fosfatase (TPP — EC 3.1.3.12) é um membro da
superfamilia dehalogenase haloacida (HAD) com significativa homologia de
sequéncia com fosfosserina fosfatase, ATPases tipo-P e outros membros da familia.
A TPP possui um dominio central de dobra o/B-hidrolase conhecida como dobra
Rossmann, caracteristica da familia HAD, e um dominio capuz, com uma dobra
terciaria consistindo de quatro folhas-B pregueadas com duas a-hélices em cada
lado da folha. Um sitio de ligagdo ao ion Mg?* e uma molécula de glicerol que
delimita na interface entre os dois dominios fornecem a compreensdo do modo
como o substrato se liga a enzima (RAO et al., 2006). De acordo com a literatura, a
enzima trealose fosfatase atua nas ligagdes éster fosfato, liberando fosfato
inorganico como um dos produtos da reacao (SELENGUT e LEVINE, 2000; WANG
et al., 2001; RAO et al., 2006).

A figura 6 mostra a estrutura tridimensional da TPP de Thermoplasma
acidophilum, onde a sua estrutura foi elucidada por estudos de cristalografia, com

andlise da sequéncia de aminoacidos e ensaios bioquimicos.
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Figura 6: Representacdo tridimensional da estrutura da TPP de T. acidophilum
(dominio hidrolase, em azul, e dominio do capuz, em vermelho). O ion Mg?* (MG)
seus residuos coordenantes (amarelo) e o glicerol (verde) sdo mostrados no modelo
bola-bastdo. N, por¢do amino-terminal; C, por¢do carboxi-terminal.

Fonte: Rao et al. (2006).

Existem ao menos trés diferentes vias que podem dar origem a trealose. A
mais amplamente via relatada envolve duas enzimas chamadas trealose-6-fosfato
sintase (TPS) e trealose fosfatase. A TPP remove o fosfato para produzir trealose
livre (CABIB e LELOIR, 1958; MATULA et al., 1971; EASTMOND et al., 2002). Sua
rota metabdlica e seu mecanismo de acao sdo mostrados na figura 7.
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Figura 7: Via metabdlica para a sintese de trealose e sua conexao com a glicélise e
gliconeogénese, evidenciando as enzimas trealose-6-P sintase e trealose-6-P

fosfatase.
Fonte: Adaptado de Thompson (2003).

A ligacdo a-1, a-1 glicosidica da trealose é formada pela condensagao,
catalisada pela TPS, da glicose-6-fosfato com a porcao glicose da uridina
difosfoglicose (UDP-glicose) para formar trealose-6-fosfato (T6P) no corpo gorduroso
dos insetos. A segunda reacgdo, catalisada por TPP, envolve a hidrélise do éster
fosfato, seguido da liberacdo de fosfato inorganico e trealose livre na hemolinfa
(THOMPSON, 2003; PAUL, 2007). Demonstracao da acao da enzima TPP na via

biossintética da trealose é mostrada na figura 8.
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Figura 8: Via de biossintese da trealose, demonstrando o papel da enzima trealose-
fosfatase na sintese do dissacarideo.
Fonte: Teramoto et al. (2008) com modificagdes.

O primeiro estudo de purificacdo e caracterizagdo da enzima TPP, isolada da
mosca varejeira (P. regina), foi relatado por Friedman (1966) onde demonstrou que a
atividade desta enzima é determinada pela medida da producao de fosfato
inorganico. Uma unidade da atividade corresponde a 1 umol de fosfato inorganico
liberado por minuto a 32 °C. A enzima é quase completamente inativa contra uma
larga variedade de monossacarideos fosfato, incluindo manose-6-fosfato, frutose-6-
fosfato, ribose-6-fosfato, frutose 1,6-difosfato e glicose-1-fosfato. A glicose-6-fosfato,
como substrato, é degradada a uma taxa de aproximadamente 8 % em relacado ao
seu substrato nominal. Esta especificidade ao substrato € demonstrada na figura 9
que mostra o sitio ativo da enzima ligado ao substrato onde ocorre a formacao do
complexo enzima-substrato (bolas em verde circundadas por algas de especificidade
ao substrato identificadas com bolas vermelhas e azul). A al¢a de especificidade em
vermelho sdo os residuos coordenantes 144-155, enquanto a alca de especificidade
em azul refere-se aos residuos coordenantes 14-23 (RAO et al., 2006). A atividade
de TPP necessita do metal bivalente Mg?*, caso contrario torna-se inativa. A
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presenca do ion Mg?* (bola na cor magenta) também foi demonstrada quando a

enzima foi cristalizada, conforme mostra a figura 10.

Figura 9: Modelagem por cristalografia do substrato T6P na interface dos dominios
central e do capuz. A cavidade é formada primariamente pela alga de especificidade
ao substrato (em vermelho) e outra algca de especificidade (em azul). A bola em azul
refere-se ao ion Mg**.

Fonte: Rao et al. (2006).

Sitiodo
ion Mg?*

Figura 10: Sitio ativo da TPP, evidenciando o sitio de ligagdo do ion Mg?+.
Fonte: Rao et al. (2006).

A TPP também foi purificada de extratos citosélicos de Mycobacterium
smegmatis, fornecendo uma proteina de 27 kDa que foi especifica para trealose-6-
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fosfato como substrato (KLUTTS et al., 2003). Edavana e colaboradores (2004)
identificaram uma proteina de 45 kDa traduzida do gene Rv3372 de Mycobacterium
tuberculosis como trealose fosfatase e compararam suas propriedades com a
proteina purificada de M. smegmatis.

Entre os nematédeos, a TPP foi primeiramente identificada em
Caenorhabditis elegans cuja reducdo de sua funcdo causou defeitos letais
estruturais e metabdlicos no intestino (KORMISH e McGHEE, 2005), demostrando
seu notavel significado no nematdédeo. Segundo Kormish e McGhee (2005) a
letalidade do gene gob-1 (tendo atividade de TPP) resulta do acumulo do
intermediario T6P no intestino.

Gancedo e Flores (2004) relatam que em S. cerevisiae, a baixa atividade de
TPP leva ao aumento da sensibilidade da levedura a temperatura. Similarmente, em
espécies de Arabidopsis a reducado na funcao de TPP causa sensibilidade térmica
(LEYMAN et al.,, 2001; EASTMOND e GRAHAM, 2003; EASTMOND et al., 2003;
SCHLUEPMANN et al., 2004). Um ponto de debate recente, levantado a partir
destas evidéncias, € que as enzimas sintéticas da trealose e/ou da via de T6P agem
como “porteiros da glicélise”. Ao menos parte deste controle pode ser tracado pelo
fato que T6P € um inibidor direto da hexocinase em S. cerevisiae (BLAZQUEZ et al.,
1993; BLAZQUEZ e GANCEDO, 1994).

Organismos que utilizam a TPS para a sintese de trealose também contém
uma fosfatase que converte T6P em trealose livre, por isso a presenga de TPP em
M. smegmatis aparenta ser especifica para o seu substrato, com atividade bastante
baixa para glicose-6-fosfato ou outro acucar fosfato. A enzima TPP em
micobactérias desempenha um papel chave na biossintese dos compostos de
trealose e, portanto, pode representar um excelente alvo para a quimioterapia contra
tuberculose e outras doengas micobacterianas (KLUTTS et al., 2003).

Segundo Kushwaha e colaboradores (2011) a TPP aparenta ser uma enzima
vital para nematédeos filaricos e, assim, as reagées envolvidas na biossintese de
trealose conota um excelente potencial de sitio-alvo para drogas. Um conhecimento
compreensivo nas propriedades e funcbes das enzimas envolvidas na via

metabdlica da trealose seria necessario para a descoberta de agentes antifilaricos.
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2.5.1 Mecanismo catalitico das fosfatases da superfamilia HAD

A TPP, como membro da familia das trealose fosfatases, catalisa a
desfosforilagdo da trealose-6-fosfato em trealose e ortofosfato. Adicionalmente, esta
familia € membro da superfamilia HAD (denominada assim devido ao seu ancestral
comum, a enzima dehalogenase haloacida) (KOONIN e TATUSOV, 1994).

Esta superfamilia inclui diversas enzimas que catalisam a transferéncia de
grupos fosforil ou carbonil de uma grande variedade de substratos, utilizando para
tanto a carboxila de um residuo de aspartato no sitio ativo como nucleéfilo na reacéo
(BURROUGHS et al. 2006) (figura 11). No caso das fosfotransferases, como a TPP,

é também requerido o ion Mg®* como cofator para a catalise (KOONIN e TATUSOV,
1994; ARAVIND et al., 1998).
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Figura 11: Mecanismo de reacao no sitio catalitico das fosfatases pertencentes a
superfamilia HAD. A carboxila de um residuo de aspartato no sitio catalitico da
enzima (em vermelho) atua como nucledfilo na reacdo de desfosforilagdo do
substrato (em azul).

Fonte: Burroughs et al. (2006).

O sitio ativo da TPP sobrepbe-se muito bem com o sitio da fosfosserina
fosfatase (PSP), uma outra enzima da superfamilia HAD. As posi¢cdes dos residuos
de aminoacidos cataliticos em TPP sdo muito similares aos da PSP, sugerindo que
as duas enzimas empregam mecanismos cataliticos semelhantes (RAO et al., 2006).
Para fins de elucidacédo, sera descrito o0 mecanismo geral de reagdo da enzima PSP
representado na figura 12.



44

PSP a D N ]
T P—
F E l

Enz

o o H .o
HO—P':;; o B 7 h D--.-i--_o

- Aep20 Sy h
Figura 12: Esquema geral do ciclo catalitico de PSP. (A) Conformacgao aberta da
enzima. (B) O substrato liga-se ao sitio ativo apresentando o grupo fosfato ao
Asp20. (C) Estado de transicado com ataque nucleofilico do Asp20. (D) Intermediario
covalente fosfoaspartil-enzima; estado de transicdo com ataque nucleofilico de uma
molécula de agua, causando a desfosforilacdo do Asp20. (E) Fosfato ligado nao
covalentemente no sitio ativo. (F) Enz-H indica o &cido geral Asp22, o qual apés a
protonagao do grupo de saida serve como base catalitica Enz-B.
Fonte: Peeraer et al. (2004).

Quando o substrato esta posicionado corretamente, a enzima se fecha e o
Asp20 realiza um ataque nucleofilico no fosfato cissil. O substrato é clivado,
resultando no deslocamento do grupo de saida serina e a formacdo de um
intermediario fosfoaspartil (Asp20). Um outro aspartato (Asp22) serve como acido
geral (Enz-H) doando um préton para a serina e, desse modo, facilitando a expulsao
do grupo de saida. Uma molécula de agua assume a posicao no sitio do grupo de
saida recém-desocupado. O anion carboxilato do Asp22 (Enz-B), que foi formado
durante a protonacdo do grupo de saida serina, pode agora servir como base
catalitica na desfosforilagao do intermediario fosfoenzima. O Asp22 retira um préton
da molécula de agua no sitio ativo, ativando, assim, a molécula de agua para
realizar um ataque nucleofilico no intermediario fosfoaspartil. A abertura da enzima e
a dissociacado do fosfato inorganico completa o ciclo catalitico (PEERAER et al.,
2004).
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2.6 Expressao heterologa em Pichia pastoris

As leveduras sao fungos que tém sido utilizados pelo homem ha milhares de
anos e cuja manipulacdo causou grande impacto na producdo de alimentos e
farmacos e, consequentemente, no desenvolvimento social e econbémico da
humanidade.

No campo da pesquisa aplicada, as leveduras se destacaram como um forte
candidato para a expressdao de genes heterélogos de interesse biotecnolégico.
Embora a bactéria Escherichia coli represente um dos mais conhecidos sistemas de
expressdao heterdloga, muitas proteinas eucariéticas de interesse comercial e
farmacéutico ndo puderam ser expressas eficientemente nesse micro-organismo.
Entre as razdes para esses insucessos podem-se citar: conformacéo incorreta da
proteina, auséncia de modificagdes pds-traducionais e baixos niveis de expressao
(TORRES e MORAES, 2001).

Sacharomyces cerevisiae foi a primeira levedura utilizada com o propésito de
produzir proteinas exégenas devido ao conhecimento acumulado sobre a genética e
a fisiologia deste organismo, além de ser considerada micro-organismo GRAS
(Generally Recognized As Safe). Entretanto, S. cerevisiae apresenta algumas
limitagdes como hiperglicosilagéo, tornando a proteina muitas vezes imunogénica,
ou de conformacdo nao funcional; producao de etanol durante a fermentacdo que
pode ser toxico e, desta maneira, estas limitacbes podem torna-la uma hospedeira
inadequada para a expressao de algumas proteinas heterdlogas (CREGG et al.,
1993).

Devido as limitacbes apresentadas por S. cerevisiae, como sistema de
expressdao heterélogo, a habilidade de certas leveduras como Pichia pastoris
crescerem em meio contendo metanol como Unica fonte de carbono até altas
densidades celulares, despertou imediato interesse para a sua utilizagcdo como fonte
de alimento proteico para racées animais (SCP — Single Cell Protein). No comeco da
década de 1980, apds verificar que o processo de producao destas leveduras nao
era comercialmente viavel, a empresa Phillips Petroleum juntamente com o Salk
Institute Biotechnology/ Industrial Associates Inc. (SIBIA, La Jolla, CA — USA)
propuseram a utilizacdo de P. pastoris como um sistema de expressao heterdloga,
devido as suas caracteristicas favoraveis para tal finalidade (CEREGHINO e
CREGG, 2000).
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A levedura metilotréfica P. pastoris € um ascomiceto homotélico, que
normalmente encontra-se hapléide no estado vegetativo e multiplica-se por
brotamento multilateral, e pode ser manipulada por métodos genéticos classicos.
Diferentemente de linhagens homotélicas de S. cerevisiae, as quais sao dipldides, P.
pastoris permanece hapldide a ndo ser que seja forcada a cruzar, como em cultivos
com limitacdo de nitrogénio (CEREGHINO e CREGG, 2000; GELLISSEN, 2000).

P. pastoris ndo é considerada uma forte fermentadora como S. cerevisiae e,
por preferir a via respiratoria, rende mais biomassa e nao gera etanol como produto
que, acumulado, atinge niveis téxicos rapidamente (GURKAN e ELLAR, 2005).
Também € capaz de executar diversas modificacdes pds-traducionais de eucariotos
superiores como o dobramento proteico, processamento proteolitico, formacao de
pontes dissulfeto e glicosilacao (CEREGHINO e CREGG, 2000; GURKAN e ELLAR,
2005; COS et al., 2006). A caracteristica mais atraente da utilizagdo de P. pastoris
como sistema de expressdo heteréloga € a utilizacdo de um promotor forte e
altamente regulavel, o promotor AOX 1 (alcool oxidase 1), induzido por metanol
(MULLER, 2008).

2.6.1 Metabolismo do metanol (CH,OH)

P. pastoris € capaz de crescer utilizando o metanol como Unica fonte de
carbono e energia na auséncia de uma fonte de carbono que seja de assimilacdo
mais rapida. O conceito-base para o sistema de expressdo em P. pastoris originou-
se da observacdo que algumas das enzimas requeridas para o metabolismo do
metanol estao presentes em niveis substanciais apenas quando as células estédo
crescendo em metanol (CREGG et al., 1993).

A primeira etapa no metabolismo do metanol é a sua rapida oxidagao para
formaldeido pela enzima alcool oxidase, utilizando oxigénio molecular. Essa reacao

ocorre dentro do peroxissomo, quando é gerado peroxido de hidrogénio (H,O,) como

produto da transformacao do metanol em formaldeido (GELLISSEN, 2000; GURKAN
e ELLAR, 2005). Dentro do peroxissomo, a enzima catalase degrada rapidamente o
peréxido de hidrogénio em oxigénio e agua. Grande quantidade do formaldeido
gerado deixa esta organela e é oxidado no citosol celular até formar di6xido de

carbono (CO,) por duas desidrogenases citoplasmaticas, reacdo esta que gera
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energia para o crescimento celular na presenca de metanol. O formaldeido que
permanece no peroxissomo € utilizado como precursor de constituintes celulares

(figura 13). As enzimas AOX tém baixa afinidade por O,, 0 que é compensado pela

producdo de grandes quantidades da enzima, chegando a mais de 30 % das
proteinas sollveis totais nas células cultivadas em metanol (COUDERC e BARATTI,
1980; CEREGHINO e CREGG, 2000; GELLISSEN, 2000).
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Figura 13: Via metabdlica do metanol em Pichia pastoris: 1- Alcool oxidase; 2-
Catalase; 3- Formaldeido desidrogenase; 4- Formato desidrogenase; 5-
Diidroxiacetona sintase; 6- Diidroxiacetona cinase; 7- Frutose 1,6-bisfosfato
aldolase; 8- Frutose 1,6-bisfosfatase.

Fonte: Cereghino e Cregg (2000) com adaptacdes.

Existem dois genes que codificam a enzima &alcool oxidase em P. pastoris:
AOX1 e AOX2. A expressédo dos genes AOX é controlada a nivel transcricional
(CREGG et al.,, 1989). No crescimento em metanol, cerca de 5 % do RNA
mensageiro total corresponde ao AOX71. Em células expostas ao metanol como
Unica fonte de carbono, o inicio da transcricdo no promotor AOX1 é altamente
eficiente e comparavel aos promotores derivados dos genes altamente expressos da
via glicolitica. O gene AOXT é responsavel pela atividade majoritaria das enzimas
AOX na célula, mais de 90 %, enquanto que o gene AOX2 é responsavel pela
producdo de menos de 10 % desta enzima (COUDERC e BARATTI, 1980; COS et
al., 2006).
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A regulagcdo do gene AOX7 parece envolver dois mecanismos, um de
repressao/desrepressdo e outro de inducdo. O promotor AOX1 é fortemente
reprimido em células cultivadas em glicose, mas é induzido mais de 1000 vezes
qguando estas células sao transferidas para meios contendo metanol como fonte de
carbono (CREGG e RUSSELL, 1998). A auséncia total de uma fonte de carbono
repressora no meio de cultura nao resulta em substancial transcricdo do AOXT,
sendo a presenga do metanol essencial para induzir altos niveis de transcricao
(CEREGHINO e CREGG, 2000).

O inicio da transcricao a partir do promotor AOX1 é altamente eficiente e
comparavel aos promotores dos genes constitutivos expressos na via glicolitica, a
exemplo do promotor PGK do gene codificador da enzima fosfoglicerato cinase
(PINTO, 2012). Baseado neste processo foi proposto uma variedade de vetores para
P. pastoris que utilizam o promotor AOX1 para a expressdo em grande quantidade
de proteinas recombinantes secretadas ou intracelulares (SEARS et al., 1998).

2.6.2 Transformacao e Integracao

Em P. pastoris o DNA linear pode gerar transformantes estaveis por
recombinacdo homéloga entre o DNA a ser transformado e regides complementares
no genoma da hospedeira (CREGG et al.,, 1985; 1989). Estes recombinantes
apresentam alta estabilidade em meio de cultivo seletivo, mesmo quando em
multiplas cépias. Os vetores de expressdao mais comumente utilizados carregam o
gene HIS4 como marca de selecdo auxotréfica e o promotor AOX1. O cassete de
expressao/vetor sdo linearizados pela digestdo com endonucleases de restricao
especificas, que pode ser uma marca génica (HIS4) ou no promotor AOX1, e a
integracdo pode ocorrer por adigcdo ou substituicao génica (DALY e HEARN, 2005).

Na integracdo por adicdo génica, os vetores de expressdo devem ser
linearizados em uma unica marca de sele¢do, como no locus HIS4 ou no promotor
AOX1, e transformados em uma linhagem mutante auxotréfica apropriada. A
extremidade de DNA livre apds a linearizagdo do vetor estimula eventos de
recombinacdo homodloga destes fragmentos que resultam em uma integracéo por um
evento de cross over simples, que ocorre com frequéncias de 50 % a 80 % de
transformantes (CEREGHINO e CREGG, 2000). Este tipo de integracdo também
pode resultar em integracdes multiplas in tandem devido a eventos de recombinacao
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repetidos numa taxa de 1-10 % dos transformantes (DALY e HEARN, 2005). A
transformacéo de linhagens Mut™ com vetores linearizados na regido do gene HIS4

gera transformantes Mut", ndo alterando o fenétipo original da linhagem hospedeira.
As figuras 14 e 15 mostram a integracédo do vetor ao genoma de P. pastoris por meio
de recombinagdo homéloga com as regides HIS4 ou AOX1 existentes nos vetores

de expressao.

Restauragdo do gene HIS4

apos a transformacao _\M Pichia Genome (his4)
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Figura 14: Integragdo por adigdo do vetor ao genoma de Pichia pastoris. A
integracdo ocorre por recombinacao simples entre a regido HIS4 do vetor com a
regiao homéloga no genoma de P. pastoris. O gene HIS4 mutado no genoma é
restaurado durante a recombinagdo com a regiao HIS4 ndo mutada do vetor.

Fonte: Invitrogen (2010) com adaptacoes.
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Figura 15: Integragdo por adigdo do vetor ao genoma de Pichia pastoris. A
integracao ocorre por recombinagao simples entre a regido 3'AOX1 do vetor com a
regiao homaologa no genoma de P. pastoris.

Fonte: Invitrogen (2010).
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Por ora, alguns vetores de expressdo em P. pastoris podem ser digeridos
duplamente de uma forma que o cassete de expressao e o vetor figuem flanqueados
pelas sequéncias 5 e 3 do locus AOXT7. Eventos de integracdo por substituicao
génica ocorrem por duplo cross over no locus AOX1, dando origem a transformantes
de cépia Unica que sao geralmente mais estaveis (CEREGHINO e CREGG, 2000).

Aproximadamente, 10-20 % dos eventos de transformacdo resultam na
substituicdo génica, na qual o gene AOXT é deletado e substituido pelo cassete de
expressdao e gene de selecdo. A delecao do gene AOXT forca esta linhagem a
depender da fraca transcricdo do gene AOX2 na presenca de metanol e, como
resultado, esta linhagem modifica seu fenétipo para Mut® conforme mostra a figura
16 (CREGG e MADDEN, 1987; CEREGHINO e CREGG, 2000).

Vetor linearizado
com Bgll

Genoma de Pichia

5 AOX1 T 3

Plasmidio integrado
5" Paoxigmm Oene of Interest| TT HIS4 3" AOX1 ao genoma

Figura 16: Integracdo por substituicdo génica do vetor com o genoma de Pichia
pastoris. A substituicdo ocorre por recombinacdo dupla entre as duas regides
5’A0X1 (promotor) e 3’AOX1 com as respectivas regidbes homélogas no genoma de
P. pastoris. Esse tipo de integracao resulta em transformantes de fenétipo Muts.
Fonte: Invitrogen (2010) com adaptacoes.

A integracdao de multiplas copias do cassete de expressdo no genoma da
levedura € uma caracteristica desejavel, pois, geralmente, o aumento no numero de
cbpias ocasiona um aumento na producdo da proteina heteréloga (CLARE et al.,
1991). Transformantes com mudltiplas copias podem ser gerados por variacdes no
tipo de integracdo génica ou repeticoes de um mesmo processo de integracao
(ROMANGOS et al., 1998). Em P. pastoris o numero de cépias do gene é identificado
como um passo limitante da expressao heterdloga, e € proposto que estas
limitac6es sdo devido as modificacées pds-traducionais realizadas por P. pastoris,
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como o dobramento correto da proteina junto ao reticulo endoplasmatico,
translocacao pela membrana e processamento da sequéncia sinal (GUSTAVSSON
et al., 2001).

O tipo de integracdo no genoma da linhagem hospedeira, bem como o

fendtipo de utilizagdo de metanol, devem ser selecionados conforme a proteina a ser

expressa. A utilizacdo dos fendtipos Mut™ e Mut® em processos especificos ainda
nao esta bem definida, sendo sugerido o teste entre ambos os fendtipos para
avaliagdo de qual expressa em maiores quantidades a proteina de interesse
(CEREGHINO e CREGG, 2000).

2.6.3 Producao de proteinas heterdlogas em P. pastoris

Genes exdgenos podem ser expressos intracelular e extracelularmente em P.
pastoris. A expressao extracelular, isto é, a expressdo e secrecao da proteina
sintetizada € a mais requerida por facilitar a recuperacdo do produto e diminuir
custos de purificacao. A levedura P. pastoris tem como caracteristica secretar baixos
niveis de proteinas enddgenas, sendo a proteina heterdloga secretada
majoritariamente no meio de cultura (CEREGHINO e CREGG, 2000; MACAULEY-
PATRICK et al., 2005).

Para a secrecao das proteinas é necesséria a adicdo de uma sequéncia de
nucleotideos que ir4 codificar um peptideo sinal, que € responsavel pelo
enderecamento da proteina na célula. Esta sequéncia deve estar localizada entre o
promotor e o gene de interesse e, principalmente, deve estar em fase de leitura
aberta com estas duas sequéncias (MULLER, 2008).

As sequéncias sinais mais comumente utilizadas em sistemas de expressao
utilizando P. pastoris sdo a sequéncia sinal do fator a de S. cerevisiae e o peptideo
sinal da fosfatase acida (PHO1) de P. pastoris (CEREGHINO e CREGG, 2000). A
sequéncia que codifica para o fator a de S. cerevisiae € a mais comumente
encontrada nos vetores de expressao para P. pastoris e, na maioria dos casos, este
sinal de secrecao é melhor do que as sequéncias sinais nativas das proteinas.

Horchstrasser e colaboradores (1998) demonstraram a funcionalidade da

sequéncia sinal do fator a com a eficiente secrecao do cDNA da 6-frutosiltransferase

de cevada em P. pastoris. Por outro lado, Minning e colaboradores (1998) obtiveram
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60 mg de lipase ativa no sobrenadante da cultura utilizando a sequéncia sinal do

fator o para a secrecao da enzima.

O pré-peptideo do fator a de S. cerevisiae € uma sequéncia sinal que consiste
em um pré-sinal de 19 aminoéacidos seguido por uma sequéncia de 66 residuos de
aminoacidos contendo trés sequéncias consenso para N-glicosilacdo e um sitio de
dois residuos de aminoacidos para clivagem com a protease Kex2 (KURJAN e
HERSKOWITZ, 1982).

O processamento deste sinal ocorre em trés etapas. A primeira € a retirada do
pré-sinal por uma peptidase no reticulo endoplasmatico. Posteriormente, a
endopeptidase Kex2 cliva a sequéncia de 66 aminoacidos entre os residuos Arg-Lys
e, rapidamente, a proteina Ste13 reconhece e cliva os residuos repetidos de Glu-
Ala, resultando, entdo, na proteina madura (BRAKE et al., 1984).

A producao de grandes quantidades da proteina heteréloga em frascos é
dificil, devido as limitag6es do volume do meio de cultura, transferéncia de oxigénio,
adicao controlada e com variedades constantes de substrato e a impossibilidade de
monitorar eficientemente os fatores importantes durante as fases de cultivo de P.
pastoris (MACAULEY-PATRICK et al., 2005). Uma estratégia simples para aumentar
a quantidade de proteina recombinante produzida em P. pastoris € aumentar a
escala de fermentacao e otimizar os meios de cultura utilizados (COS et al., 2006).

Clonagem e expressao heterdloga da enzima TPP utilizando leveduras como

células hospedeiras sédo relatadas na literatura, onde estas tentativas de clonagem

foram realizadas com sucesso. A enzima TPP, codificada pelo gene TPP1*, foi
clonada e expressa em cepas de Schizosaccharomyces pombe sob condicbes de
estresse osmoético e oxidativo (FRANCO et al., 2000). A enzima TPP do tabaco
(Nicotiana tabacum) foi expressa funcionalmente na levedura S. cerevisiae (WANG
et al., 2005), do mesmo modo que esta levedura expressou em altos niveis a enzima
TPP de Arabidopsis thaliana (VANDESTEENE et al., 2012).

No entanto, até o momento, ndo foram encontrados na literatura, estudos de
clonagem, expressdo e caracterizacdo da enzima TPP do mosquito A. gambiae,
sendo o presente trabalho o primeiro que propde a caracterizacdo da enzima TPP
de A. gambiae, expressa em P. pastoris.
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3. JUSTIFICATIVA

A malaria humana por ser uma doenca tropical e parasitaria de relevancia
médica, social e econbmica, representa um dos mais importantes problemas de
saude publica no mundo, ocorrendo de forma endémica em mais de 90 paises
(JORGE et al., 2001; BRASIL, 2002; FERREIRA, 2003; ALVES et al., 2004;
GARCIA, 2010), onde cerca de 2,4 bilhdes de pessoas convivem com o risco de
transmissdo (WHO, 2012). Mais de 90 % das mortes por maldria ocorrem na Africa,
principalmente entre as criancas (GARCIA, 2010).

Do ponto de vista médico, A. darlingi é o principal vetor do P. falciparum,
responsavel pela malaria na regido amazobnica, onde a doenca € uma epidemia
preocupante, apresentando 234 mil casos em 2012 (BRASIL, 2013).

No entanto, as mudangas no comportamento dos mosquitos frente aos
inseticidas, a resisténcia as drogas pelos parasitos, o custo elevado de novas
drogas, as limitagdes no desenvolvimento de vacinas e 0os danos causados ao meio
ambiente pela aplicacdo de pesticidas sao fatores que levam a busca de novas
alternativas no controle da malaria.

Em vista a resisténcia do inseto-vetor aos inseticidas, a pesquisa de novas
ferramentas para o controle do vetor tem sido proposta. Neste contexto, o
conhecimento sobre as vias metabdlicas do inseto-vetor como, por exemplo, a dos
carboidratos, € um intrigante caminho para a descoberta destas novas ferramentas
de controle.

A busca por novas formas de controle do vetor sdo necessarias, quer no
controle das larvas quer no controle de mosquitos adultos. Neste interim, o
conhecimento do metabolismo do mosquito tem proporcionado metas para a
elaboracdo de inseticidas que sejam altamente eficazes e especificos no controle
populacional do mosquito vetor. Uma das alternativas mais fascinantes baseia-se no
uso de enzimas-chave que desempenham papel importante e fundamental no
metabolismo e fisiologia do inseto (KRAMER e MUTHUKRISHNAN, 2005).

O metabolismo da trealose, o principal carboidrato encontrado na hemolinfa

dos insetos, pode possivelmente servir como alvo, o qual seria muito Gtil no
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desenvolvimento racional de agentes inseticidas, e a enzima trealose fosfatase
torna-se um possivel candidato na elaboracdo destes agentes, visto que o produto
de sua catédlise desempenha importantes papéis na fisiologia dos insetos como: (a)
molécula de reserva de energia armazenada no corpo gorduroso; (b) crioprotetor,
particularmente nos insetos sensiveis as baixas temperaturas; (c) molécula
estabilizadora de proteinas e lipideos de membrana, substituindo a agua de
hidratacdo da bicamada lipidica nos processos de dessecacao e reidratacao; (d)
como molécula requerida na produgao de energia pelas células musculares durante
0s processos de contracdo dos musculos de voo; e (e) como mecanismo modulador
de resposta (feedback negativo) da sintese e liberacdo do hormébnio adipocinético
(AKH), quando este é requerido durante os processos de oxidacao dos triglicerideos
de reserva armazenados no corpo gorduroso. Partindo destes pressupostos, a
inibicdo desta enzima provocaria um efeito cascata sobre diferentes fungbes no
metabolismo, tendo consequéncias deletérias sobre a fisiologia e a propria
sobrevivéncia do inseto vetor, 0 que contribuiria para o seu controle populacional.
Portanto, a pesquisa basica desenvolvida neste trabalho contribui em reunir
informacgdes importantes sobre a expressado e caracterizagao bioquimica da enzima
trealose-6-fosfato fosfatase de A. gambiae, proporcionando, no futuro, uma
alternativa atraente na elaboracdo de um formulado que seja eficaz no controle do
inseto vetor, de forma a diminuir sua capacidade em transmitir o parasito causador

da malaria humana.
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo Geral:

Clonar e expressar o gene da trealose-6-fosfato fosfatase (TPP) de Anopheles

gambiae na levedura metilotréfica Pichia pastoris e caracterizar a enzima

recombinante.

4.2 Objetivos Especificos:

VL.

Otimizar a sequéncia do gene de trealose-6-fosfato fosfatase para
expressao eficiente em P. pastoris;

Clonar o fragmento génico no vetor pPIC9 e construir plasmideo
recombinante que carregue o gene TPP para expressao em P. pastoris;
Obter clones transformantes da linhagem de P. pastoris GS115 capazes
de expressar o gene TPP e secretar a enzima trealose-6-fosfato fosfatase
(TPP) recombinante com atividade bioldgica;

Induzir a expressao/ secrecao da TPP em P. pastoris;

Purificar a enzima TPP por cromatografia de afinidade;

Caracterizar bioquimicamente a enzima TPP recombinante.



5. MATERIAIS E METODOS

5.1 Estratégia Utilizada

O fluxograma abaixo (figura 17) resume as diferentes etapas executadas no

desenvolvimento da tese.
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Figura 17: Fluxograma das atividades desenvolvidas durante a tese.
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5.2 Linhagens Hospedeiras

Escherichia coli DH10B:

Linhagem de genétipo F-mcrA A(mrr-hsdRMS-mcBC) ®80/acZAM15 AlacX74
recA1 endA1 araD139 A (ara, leu)7697 gall gaK A- rpsL nupG /pMON14272 /
PMON7124. Essas células sdao adequadas para clonagem de DNA, construcdo de
bancos de genes e bibliotecas de cDNAs (Invitrogen). Foi utilizada nos
procedimentos de manipulagcao de DNA.

Pichia pastoris GS115:

Linhagem de gendtipo HIS4 e fendtipo Mutt. Possui mutacédo no gene his4
codificante da enzima histidinol desidrogenase, o que implica incapacidade de
sintetizar o aminoacido histidina (His"), ndo crescendo em meio auxotréfico para
esse aminoacido. Os transformantes sdo selecionados por sua habilidade de crescer
em meio deficiente de histidina (INVITROGEN, 2010). Essa linhagem foi utilizada
para expressao da enzima recombinante TPP de A. gambiae pela transformacao

com vetor carregando a marca de selecao auxotréfica HIS4 e o gene TPP.
5.3 Vetores Utilizados

pBlueScript K (GenOne):

E um vetor usado em clonagem e sequenciamento. Possui um extenso
polylinker com 21 sitios Unicos de enzimas de restricdo. Flanqueando o multiplo sitio
de clonagem estdo os promotores da RNA polimerase T3 e T7 que podem ser
usados para sintetizar RNA in vitro. Os promotores T3 e T7 e o multiplo sitio de
clonagem estao presentes na por¢ao N-terminal do fragmento génico /acZ. No vetor
pBlueScript K o sitio de Sacl é o sitio de restricao mais proximo ao promotor lacZ e o
sitio Kpnl é o mais distante. O mapa do vetor pBlueScript K é ilustrado na figura 18.
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Figura 18: Mapa fisico do vetor pBlueScript K com o gene de trealose-6-fosfato
fosfatase inserido entre os promotores da RNA polimerase T3 e T7. O mapa fisico foi
construido com auxilio do programa SnapGene® Viewer versdo 2.4.2 (2014).

pPIC9 (Invitrogen):

E um vetor apropriado para expressdo e secrecdo de proteinas heterdlogas
em P. pastoris e apresenta as seguintes caracteristicas: tamanho de 8023 pb;
presenca do promotor AOX1 do gene codificador da enzima &lcool oxidase |,
fortemente induzivel por metanol; sequéncia codificadora do peptidio sinal de
secrecao fator-a de S. cerevisiae (S); regidao de mdltiplos sitios de clonagem com
sitios de reconhecimento por endonucleases de clivagem stick end e blunt end,
terminador de transcricao préprio (TT); origem de replicacdo funcional em E. coli
(pBR322); sitios para integracdo no genoma de P. pastoris nas regides HIS4 ou
AOX1; marca de selecao auxotréficas HIS4; e gene de resisténcia a ampicilina,
conforme ilustrado na figura 19.
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PS
fator a

Balll ~__

Figura 19: Mapa fisico do vetor de expressao/ secre¢cao pPIC9 e suas principais
regides. PS — peptideo sinal fator a de S. cerevisiae.
Fonte: http://altair.sci.hokudai.ac.jp/g5/vec2.gif (com modificacdes).

5.4 Sintese quimica do gene codificador da trealose-6-fosfato fosfatase (TPP)
de A. gambiae

A sequéncia nucleotidica da regido estrutural do gene da trealose-6-fosfato
fosfatase foi obtida a partir de um banco de dados genb6mico de A. gambiae
disponivel no site KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes -—
www.genome.jp/kegg/). Essa sequéncia foi otimizada pela tabela do codon usage
bias para expressdo em P. pastoris, levando em consideracdo os codons
preferenciais dessa levedura e o equilibrio proporcional entre o conteido de bases
nitrogenadas citosina (C) com guanina (G) e adenina (A) com timina (T). A
sequéncia otimizada do gene TPP apresentou 47 % de contetdo GC. O gene foi
flanqueado em 5’ e 3’ com sitios de restricdo para reconhecimento especifico das
endonucleases EcoRl e Notl, respectivamente, o que viabilizou a sua subclonagem
no vetor de expressao e secrecao pPIC9. Na extremidade 3’, antecedendo ao stop
cbédon, foi inserida uma sequéncia codificadora para cauda de seis residuos de
histina (his®-tag) para deteccdo e confirmacdo da proteina expressa por meio de
ensaios imunoldgicos, como forma de viabilizar sua purificagdo por afinidade em
coluna de niquel. Essa construcao génica foi quimicamente sintetizada pela empresa
GenOne e o gene sintético TPP foi clonado no vetor pBSK pela mesma empresa.

Esse vetor carregando o gene sintético passou a ser denominado pBSK-Trealose.
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Durante a construgdo da sequéncia do gene TPP otimizado para expressao
em P. pastoris foram utilizadas as ferramentas de bioinformatica KEGG, BLAST,
ExPasy, UniProt, CBS Prediction Servers, NEBcutter V 2.0, ClustalW2 disponiveis
em sites especializados na internet. A determinacao das propriedades tedricas como
a massa molecular, sitios de glicosilagdo, ponto isoelétrico (pl) e meia-vida da
proteina recombinante traduzida a partir do gene TPP foi realizada com o auxilio das
ferramentas de bioinformatica ExPASy ProtParam Tool
(<http://web.expasy.org/protparam/>), NetNGlyc 1.0 Server
(<http://www.cbs.dtu.dk/services/NetNGlyc/>) e NetOGlyc 3.1 Server
(<http://www.cbs.dtu.dk/services/NetOGlyc-3.1/>).

5.5 Construcao do plasmideo recombinante pPIC-TPP

Para construcdo do vetor de expressdo e secrecdo de trealose-6-fosfato
fosfatase em P. pastoris, o gene sintético TPP foi primeiramente liberado do vetor de
clonagem pBSK-Trealose por digestao dupla com as endonucleases EcoRI e Nof
nas seguintes condicbes: tampao NEB 3 10 X, 5 U de cada endonuclease, 2 uL de
DNA (~60 ng/uL) em volume final de 10 pyL. O sistema de reagdo foi mantido em
repouso a 37 °C por 3 h. A visualizacdo dos produtos da digestdao se deu por
eletroforese em gel de agarose 0,8 % corado com brometo de etidio na
concentragao de 0,5 pyg/mL e visualizado sob luz ultravioleta (UV).

Em seguida, o fragmento correspondente ao gene sintético TPP foi purificado
do gel de agarose utilizando-se o kit comercial /llustra GFX PCR DNA and Gel Band
Furification Kit (GE Healthcare) e ligado ao multiplo sitio de clonagem do vetor de
expressao e secrecao pPIC9, previamente digerido com as endonucleases EcoRl e
Notl nas mesmas condigdes reacionais acima e também purificado com o kit lllustra
GFX PCR DNA and Gel Band Purification Kit (GE Healthcare). A reacao de ligacao
se deu por acdo da enzima T4-DNA ligase (New England BiolLabs), conforme as
condi¢6es recomendadas pelo fabricante, e o sistema incubado por 24 horas a 16°C,
respeitando as proporcdes de 3-5 moléculas de inserto para 1 molécula de vetor. O
plasmideo recombinante resultante da ligacao do vetor pPIC9 com o gene sintético
TPP foi denominado pPIC-TPP, sendo constituido por 8830 pb. Esse plasmideo foi

utilizado para transformar células de E. coli DH10B eletrocompotentes. A figura 20
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mostra o multiplo sitio de clonagem do vetor pPIC9 e a sequéncia do gene TPP
inserido logo apdés o fator a de S. cerevisiae, o qual coordena a secregao
extracelular da proteina heteréloga. O promotor AOX, induzivel em meio
suplementado com metanol, encontra-se antes do fator a (ndo mostrado na figura
20). O gene TPP esta flanqueado pelos sitios de EcoRl e Nofl (quadrado em
vermelho), que estédo localizados apés o fator a do vetor. Uma cauda com seis
residuos de histidina foi inserida na porcao C-terminal do gene, localizada antes do
cédon de término da tradugdo. A cauda de histidina foi Gtil para a deteccdo em
testes imunogénicos, os quais confirmaram a expressao da proteina codificada pelo
gene TPP.
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CCAGATGAGTGATGCTATGAGAGACAGTCTGCGTAACATCGCCAATTCTGGARAGGCTTTTGTG
GCCGTCATTTCCGGTAGAGACGTTGATGGAGTGAAGGAGAARATCGGTCTGGAARACGTTATCT
ACTCTGGTAACCATGGATTAGAGGTTTTGTATCCARACGGTACCAGACATAACCAGGGTATTCC
AAGGGATGTTGCCGACAACTTTGATAAGATGATCGACCAGCTTAATAGAGAGGTTGTCCACCAT
GGATCTTGGGTGGAGAACRAAGCGTGTTTCCATCACTTTCCACTTTAGAGAGGCTGAACAGCAAT
ATGTTCCAGAGATGGCAGCCCGTGCTAAGGAGATCATTGAATCCTACGGTTATCGAGCTAATGC
AGCCCACGCTTCCGTTGAAGGAAAGCCACCTATCCAGTGGAACRARAGGATTAGCTGCCGAGTAC
ATTCTTGGAACTTCTTTCGACGCAAACTGGCGACAGAGAAAGGTTCTGTTCGCCGGTGACGATA
CCACTGACGAGGATGTTATGCGTATGATCAAGGGTACTGGAAGATCTTTCCGTGTCACCARAGA
TAAGGACTTGGTTACATCCGCTGACTATAAAATTCCTTCTGTGGATGCCGTTTACCATTTATTG
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Figura 20: Multiplo sitio de clonagem do vetor pPIC9. O quadrado em vermelho
evidencia os sitios de EcoRI e Notl que foram usados para subclonagem do inserto
TPP ao vetor. A sequéncia em amarelo, indica o sitio de EcoRl; o sitio de Notl é
mostrado em azul claro; a cauda de histidina é mostrada em rosa. TAA — codon de
término da traducdo. ACGCGT - sitio de Miul.

Fonte: Invitrogen (2010) com adaptacoes.
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5.6 Transformacao de células Escherichia coli DH10B com o vetor
recombinante pPIC-TPP

Uma aliquota de 50 uL de células eletrocompetentes de Escherichia coli DH
10B foi utilizada para a transformagdo com o vetor recombinante pPIC-TPP. Um
microlitro do principio transformante (inserto + plasmideo) foi utilizado para a
transformacao genética por eletroporacdo, em pulso elétrico de 1900 volts, em
aparelho eletroporador (Modelo Eletroporator 2510 Eppendorf, cubeta com
passagem de 1,0 mm e capacidade de 100 pyL de células competentes) para a
insercao do plasmideo na célula hospedeira. Imediatamente ap6s o pulso elétrico,
as células eletroporadas foram ressuspendidas em 500 pL de meio LB (Luria
Bertani, apéndice 10.A.1) e o conteudo transferido para um microtubo de 1,5 mL, o
qual foi incubado a 37 °C por 1 hora sob agitacao a 180 rpm. Logo apds, realizou-se
a semeadura (com volumes de células de 25 e 50 uL) em placas de Petri contendo
aproximadamente 25 mL de meio LB agar e ampicilina na concentragcdo de 100
ug/mL. As placas foram incubadas em estufa bacteriolégica a 37 °C por 18 horas
para crescimento das coldnias transformantes E. coli DH10B/pPIC-TPP.

5.7 Extracao de DNA plasmidial

Para a extragdo do DNA plasmidial dos clones recombinantes crescidos em
placa foi utilizado o kit lllustra plasmidPrep Mini Spin Kit (GE Healthcare), o qual
possui solucdes atuantes nas fases de lise celular, desproteinizacdo, lavagem e
eluicio do DNA plasmidial. Os procedimentos foram realizados segundo as
especificacoes do fabricante. O perfil eletroforético dos produtos de extracéo
plasmidial se deu em gel de agarose 0,8 % corado com brometo de etidio (0,5

Mg/mL) e visualizado sob luz UV.
5.8 Analise de restricao para confirmacao do vetor recombinante pPIC-TPP
O DNA plasmidial extraido da hospedeira E. coli DH10B/pPIC-TPP foi

submetido a analise de restricdo por endonucleases para confirmacdo da correta
construcéo do plasmideo engenheirado pPIC-TPP.
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Na analise de restricdo, o DNA plasmidial sofreu dupla digestdo com as
endonucleases EcoRIl e Notl (New England Biolabs). As condicdes da reacdo de
digestao foram as seguintes: tampao NEB 3 10X, BSA 100 pg/mL, 5 U de cada
endonuclease, 1 pL de DNA em volume final de 10 pL. A reacao foi incubada a 37°C
por 2 horas. O perfil eletroforético dos produtos da digestdo enzimatica se deu em
gel de agarose 0,8 % corado com brometo de etidio (0,5 pug/mL) e visualizado sob
luz UV.

5.9 Transformacao de Pichia pastoris GS115 com o cassete de expressao do
vetor recombinante pPIC-TPP

Inicialmente, uma aliquota de 50 pL de células leveduriformes de P. pastoris
GS115 foi utilizada para a subclonagem do cassete de expressao presente no vetor
de expressao pPIC-TPP. Para transformacao das células eletrocompetentes de P.
pastoris GS115, o vetor pPIC-TPP foi digerido com a endonuclease Bgll para
liberacdo do cassete de expressao carregando o gene sintético TPP. As condicdes
da reagao de digestdo foram as seguintes: tampao NEB3 10 X, 5 U de Bglll, 10 uL
de DNA em volume final de 20 uL. A reacéao foi incubada a 37 °C por 2 horas.

Para a eletroporacao, foram utilizados 50 puL de células eletrocompetentes
misturadas com 1 pL do DNA linearizado. O sistema de transformagao foi transferido
para uma cubeta de eletroporacdo de 2 mm previamente resfriada e incubado em
gelo por 5 minutos. Em seguida, as células foram submetidas a eletroporacao com
voltagem de 1500 volts em eletroporador. Imediatamente apds a eletroporacéo as
células foram ressuspensas em 1 mL de sorbitol 1 M gelado para auxiliar na
recuperacao da parede celular. O conteudo foi transferido para um microtubo estéril
de 1,5 mL e semeados volumes de 50 e 100 uL em placas de Petri contendo meio
MD (Apéndice 10.A.2) sem o aminoacido histidina para selegdo auxotréfica das

células transformantes. As placas foram incubadas a 30 °C por 72 horas.
5.10 Inducao em placa dos clones pPIC-TPP
Para a realizacao do experimento de inducdo da expressao heteréloga foram

selecionados trinta e nove clones de P. pastoris recombinante e um clone pPIC9

sem inserto (controle negativo). Para aumento de massa celular, os clones
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selecionados foram inoculados em 25 mL de meio de cultura BMGY-U (Apéndice
10.A.2) em placa de Petri e incubados a 30 °C por 18 a 24 horas. Em seguida, as
culturas foram transferidas para uma nova placa contendo aproximadamente 25 mL
de meio BMMY-U (Apéndice 10.A.2). A indugéao do promotor AOX1, o qual sinaliza a
transcricdo do gene TPP integrado ao genoma da hospedeira, foi realizada por
adicdo de metanol PA as culturas celulares a cada 24 horas, mantendo uma
concentracao final de 0,5 % (v/v). A inducdo da expressao génica foi realizada
durante 120 horas a 30 °C em estufa bacteriologica.

Apbs o término desta inducdo a placa foi armazenada em geladeira a
temperatura de 4 °C a fim de ser preservada e utilizada em experimentos

posteriores.

5.11 Selecao por colony blot dos clones pPIC-TPP

Esta etapa foi realizada em parceria com a Fiocruz/AM no laboratério de
Biodiversidade em Saude sob a coordenacao dos pesquisadores Paulo Nogueira e
Patricia Orlandi. Quarenta clones recombinantes para trealose-fosfatase crescidos
em placa suplementadas com metanol apés 120 horas de indug&o foram submetidos
ao procedimento de deteccao de cauda de poli-histidina da porcao C-terminal.

Primeiramente, uma membrana de nitrocelulose foi posta sobre a cultura
celular, colocando varias camadas de papel de filtro e papel-toalha sobre a mesma.
A transferéncia das proteinas marcadas com cauda de histidina para a membrana
de nitrocelulose ocorreu por capilaridade em intervalo de 4 horas. Apo6s 4 h, foram
retiradas as camadas de papel e a membrana de nitrocelulose foi transferida para
uma placa estéril com a superficie das coloénias voltada para cima. Antes de se
seqguir para o proéximo passo, foram dispostas sobre a bancada seis placas com
papel de filtro no formato da membrana (Uteis na absorcdo do excesso de solucao,
evitando a formacéao de bolhas) que seriam utilizadas no pré6ximo passo.

Apbés o preparo prévio, seguiram-se o0s procedimentos: (a) incubar a
membrana em solucdo SDS 10 % (p/v) por 10 min; (b) transferir a membrana para a
solucao desnaturante (0,5 M NaOH; 1,5 M NaCl) e incubar por 5 min; (c) transferir e
incubar em solucdo neutralizante (1,5 M NaCl; 0,5 M Tris pH 7,4) — este
procedimento foi repetido por mais uma vez; (d) transferir e incubar em solugcdo SSC
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2X (0,8765 g NaCl; 0,5025 g citrato de sodio diidratado preparado em volume de 50
mL) por 15 min; (e) lavar em tampao TBS (10 mM Tris pH 7,5; 150 mM NaCl) por 10
min sob agitacdo. Este procedimento foi realizado segundo o protocolo de colony
blot da Qiagen (Protocol 4. Colony-blot procedure; The QIlAexpressionist™, pg. 43,
June 2003).

Ao término desta etapa, seguiram-se os procedimentos de revelacdo e
deteccao da cauda de histina C-terminal conforme o protocolo de Imunodeteccao
Cromogénica Western Breeze da Invitrogen (WesternBreeze® Chromogenic Western
Blot Immunodetection Kit). Este protocolo foi o mesmo utilizado para analise
Western blotting citada no item 5.13.

Ap6s a revelacdo da membrana, clones transformantes positivos para

trealose fosfatase foram selecionados para os experimentos posteriores.

5.12 Inducao dos clones pPIC-TPP em frascos agitados

Para a realizacdo do experimento de indugdo da expressdo heterdloga em
frascos agitados, foram selecionados seis clones de P. pastoris recombinante: cinco
clones pPIC-TPP e um clone pPIC9 sem inserto (controle negativo). Para aumento
de massa celular, os clones selecionados foram inoculados em 25 mL de meio de
cultura BMGY-U (Apéndice 10.A.2) em erlenmeyer de 250 mL e incubados a 30 °C
sob agitacdo de 250 rpm até a cultura atingir D.O.5,, entre 2-6, em tempo

aproximado de 18 a 24 horas. Ao atingir a D.O.4,, necessaria, as culturas foram

centrifugadas a 3000 rpm por 10 minutos a 4 °C e ressuspendidas em 50 mL de
meio BMMY-U (Apéndice 10.A.2) em erlenmeyer de 500 mL, de modo que a D.O.4,

inicial da cultura ficasse préximo a 1,0. A inducao do promotor AOX1, o qual sinaliza
a transcricao do gene TPP integrado ao genoma da hospedeira, foi realizada por
adicdo de 250 uL de metanol PA as culturas celulares a cada 24 horas, mantendo
uma concentragao final de 0,5 % (v/v). A inducdo da expressao génica foi realizada
durante 72 horas a 30 °C sob agitacao constante de 250 rpm.

Aliquotas das culturas foram centrifugadas a 12000 rpm por 3 minutos a 4 °C

e 0s sobrenadantes imediatamente conservados a -80 °C para posterior analise.
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Aliquotas do pré-in6culo (1mL) foram separadas a fim de serem preservadas em
glicerol 50 % (1:1) e armazenadas em freezer -80 °C para experimentos posteriores.

5.13 Anadlise por Western bloiting do sobrenadante da cultura para
confirmacao da expressao da proteina heteréloga

Para confirmacdo da expressdo da trealose fosfatase recombinante nos
sobrenadantes das culturas de P. pastoris GS115/pPIC-TPP durante o periodo de
inducdo por metanol foi realizada a analise por Western blotting. Apés a corrida
eletroforética em gel SDS-PAGE as proteinas foram transferidas para uma
membrana de nitrocelulose em sistema de transferéncia semi-seco (Trans-Blot®SD,
Semi-Dry Transf Cell, Bio-Rad) durante 1 h nas seguintes condigées: 10 volts, 0,13
A, 1 W. Ap6s a transferéncia, a membrana de nitrocelulose com as proteinas
imobilizadas foi tratada com o0s anticorpos e reagentes do kit
WesternBreeze®Chromogenic ~ Western  Blot  Immunodetection  Kit,  cujos
procedimentos foram realizados de acordo com as recomendacbes do fabricante

(Invitrogen). Apés a revelacdo da membrana, a imagem foi digitalizada em scanner.

5.14 Concentracao e analise eletroforética da enzima produzida pelos clones
recombinantes TPP 59 e TPP 61

Primeiramente, o sobrenadante da cultura induzida por 72 h foi centrifugado
por 20 minutos a 4.000 rpm em tubo cbnico, tipo falcon, de 50 mL. O sobrenadante
foi recuperado em tubo cbnico novo (50 mL) e o precipitado descartado. Em
seguida, o sobrenadante recuperado foi filtrado em filtro do tipo Millipore com malha
de 0,45 um de didametro aspirado com seringas descartaveis de 10 mL.

Apbs este procedimento, 2 mL das amostras foram concentrados em

concentrador Amicon de 10 kDa (Amicon® Ultra 2 mL Centrifugal Filters, Millipore).
As amostras foram submetidas a concentragcdo por 20 min a 4000 rpm. O
rendimento de proteina foi de 40 puL. Neste momento, foi montado um sistema de
diluicdo para os dois clones, conforme demonstrado na tabela a seguir.
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Tabela 1: Montagem do sistema de diluicao de TPP apds concentracao em Amicon.

Tp amostra
Amostra Volume (pL) dH20 (pL) OBS.
2X (L)
TPP 59 2 8 10 Am. conc.
TPP 59 2 8 10 Dil. 1:10
TPP 59 2 8 10 Dil. 1:25
TPP 61 2 8 10 Am. conc.
TPP 61 2 8 10 Dil. 1:10
TPP 61 2 8 10 Dil. 1:25

Nota: diluicdo 1:10-> 1 pyL amostra concentrada + 9 pL dH20
Diluicdo 1:25-> 1 uL amostra concentrada + 24 uL dH20.

Cada amostra foi desnaturada por choque térmico em temperatura de 100 °C
por cinco minutos com tampao de amostra 2X SDS-PAGE (200 mM Tris pH 6,8; 0,1
% azul de bromofenol (p/v); 4 % SDS (v/v); 4 % B-mercaptoetanol; 20 % glicerol
(V/V)).

As amostras foram aplicadas em sistema de minigel com gradientes de
poliacrilamida de 5 % concentrador e 15 % separador. A eletroforese foi realizada
em tempo aproximado de 1 hora nas seguintes condi¢des: tensdo 200 volts, corrente
50 mA e poténcia 30 W e, posteriormente, o gel foi corado com corante rapido (acido
acético [8 %]; etanol [25 %]; azul de Coomassie [120 mg]; VF: 100 mL) por
aproximadamente 2 h e descorado em solugédo descorante (200 mL de etanol; 64 mL
de acido acético; 536 mL de agua; VF: 800 mL) por 1 h, ou até que as bandas

pudessem ser visualizadas.

5.15 Purificacao da trealose fosfatase por cromatografia de afinidade em

coluna de niquel HisTrap™ HP

Antes dos procedimentos de purificacdo, o sobrenadante do clone TPP 61
(escolhido para esta etapa apds analise por Western blotting) foi filtrado em

membrana de retengado, com poros de 0,45 um de didmetro, e aspirado com seringa
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descartavel de 10 mL. A amostra filtrada foi armazenada em freezer a —80° C até
que se realizasse a purificagdo no aparelho AKTA purifier (GE Healthcare).

Cerca de 30 mL do sobrenadante filtrado foram colocados em seringa de 30
mL e a mesma foi acoplada a coluna HisTrap™ 1 mL (GE Healthcare). Por pressao
manual, todo o volume contido na seringa foi passado na coluna e a amostra eluida
foi recuperada em tubo falcon, sendo denominado de sobrenadante recuperado.
Dois mililitros do tampao de ligagao (20 mM de fosfato monossodico [NaH,PO4H,0];
0,5 M NaCl; pH 7,4) foram necessarios para pré-equilibrar a coluna. Apés isso, a
coluna com a amostra ligada na resina de niquel (Ni?*) foi acoplada ao aparelho,
dando inicio aos procedimentos automatizados de purificacao.

A amostra foi eluida com tampao (20 mM de fosfato monossodico
[NaH,PO,*H,0]; 0,5 M NaCl; pH 7,4) e um gradiente salino maximo de 0,5 M de
Imidazol. Fragdes de 1 mL foram coletadas a temperatura ambiente com um fluxo de
1 mL/min. Outros parametros da purificacdo foram assim determinados: coluna
lavada com cinco volumes; coleta do lavado em 1 mL; gradiente em 5 volumes da
coluna e manutengdo do sal em 3 mlL, apds serem coletadas as fracdes.
Cromatogramas da purificacdo, mostrando a concentragdo do Imidazol e da
absorbancia em UV foram salvos e impressos a fim de assessorar na analise dos

resultados. A eluicdo foi monitorada em absorbancia de 280 nm.

5.16 Analise da purificacao

Fracdes da proteina recombinante purificada, analisadas através do perfil no
cromatograma, foram escolhidas e submetidas a anéalise em SDS-PAGE 15 %.
Inicialmente, 15 pL destas fragbes foram misturados com 5 puL de tampé&o de
amostra 5X e, entéo, fervidas por cinco minutos a 100° C. Apés a eletroforese, o gel
foi corado por aproximadamente 1h30min e descorado por 1h, conforme descrito no
item 5.14. ApGs esse tempo, a solucao descorante foi descartada e o gel foi imerso
em agua deionizada até que as bandas fossem reveladas. Uma aliquota do clone
TPP 61 nao purificado foi utilizada como controle positivo nesta analise.
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5.17 Ensaio para quantificacao de proteina total

A quantificacao da proteina recombinante purificada foi realizada utilizando-se
0 kit Pierce™ BCA Protein Assay (Thermo Scientific). A reagdo foi realizada
conforme especificacbes do fabricante. As amostras submetidas neste ensaio foram
as fracdes 8, 9 e 10 eleitas apds andlise em SDS-PAGE 15 %, conforme descrito no
item 5.16. O ensaio foi feito em triplicata, tendo como controle negativo uma aliquota
do tampao de eluicdo descrito no item 5.15. A quantificacdo de proteinas totais foi
determinada pela equacao de uma curva padrao feita com solucao de albumina de
soro bovino em concentragdes na faixa de 0 a 250 pug/mL.

5.18 Caracterizacao enzimatica da trealose-6-fosfato fosfatase recombinante

Antes dos procedimentos de caracterizacao foram estabelecidas as condi¢des
experimentais de analise. A concentragdo de 203 ng/uL da enzima foi selecionada
por meio da cinética de tempo de 10 min por apresentar o melhor perfil cinético em
relacdo as concentragdes de 500 ng/uL e 1000 ng/uL, enquanto que a concentragéo
de 1 mM do substrato T6P foi estabelecida seguindo os parametros descritos no
trabalho de Klutts e colaboradores (2003).

Além disso, a curva padrao de fosfato inorganico, Gtil na determinagdo da
atividade enzimatica, foi construida utilizando-se concentragdes variaveis de acido

fosférico (H;PO,) na faixa de 0 a 100 pM por um tempo de reacéo de 10 min.

A caracterizacdo enzimatica de TPP foi realizada para determinar os
parametros cinéticos: pH étimo, temperatura 6tima e as constantes cinéticas K, e
V. .4 Os ensaios foram feitos em triplicata. Os dados (média + desvio-padrdo) foram

analisados usando analise simples de variancia (ANOVA), através do software
estatistico GraphPad Prism versao 5.04 (2010).

5.18.1 Determinacao do pH 6timo

Para a determinacao do pH étimo para a atividade da enzima recombinante
produzida por P. pastoris foram utilizados tampdes com pH entre 5,0 a 11,0 [5,0 a
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7,0 tampao MES (acido morfolinoetanossulfénico); 7,0 a 9,0 tampéao Tris-HCI; 8,0 a
11,0 tampao Glicina]. A metodologia utilizada para a determinacdo da atividade
enzimatica em diferentes pHs foi a de Klutts e colaboradores (2003) onde a
concentracdo de fosfato inorganico liberado determina a atividade por meio da
reacdo com os reagentes molibdato de aménio e verde de malaquita.

5.18.2 Determinacao da temperatura 6tima

Para a determinacdo da temperatura 6tima para a atividade da trealose
fosfatase recombinante, o sistema de reacdo foi incubado, em um primeiro
experimento, em temperaturas na faixa entre 30 °C a 80 °C, com o pH 6timo de
atividade determinado para a enzima. Ap6s o estudo nessa ampla faixa de
temperatura, a atividade foi estimada em uma faixa de temperatura mais restrita,
variando entre 30 °C a 40 °C, onde, entdo, foi determinada a temperatura étima da
enzima. Para este experimento foi utilizado o método de Klutts e colaboradores
(2003).

5.18.3 Cinética enzimatica

A cinética enzimatica foi realizada utilizando o pH 6timo e a temperatura 6tima
da enzima, sendo a atividade enzimatica determinada de acordo com a metodologia
proposta por Klutts e colaboradores (2003). Foram utilizadas concentracdes de 1mM
a 8 mM do substrato trealose-6-fosfato (10 mg, PM 498,46 — Sigma-Aldrich) em
funcao do tempo de 10 min de reacao.

O ensaio foi realizado em um volume final de 50 uL, contendo os seguintes
componentes: concentragdes variaveis (1 mM — 8 mM) de trealose-6-fosfato, 2 mM
de MgCl,, 50 mM de tampé&o Tris-HCI (pH 8,0) e 1 pL da enzima. Os dados obtidos

foram utilizados para a confeccdo da curva de Michaelis-Menten e do gréfico
Lineweaver-Burk.

A reacao era bloqueada com dois volumes de solug¢ao corante filtrada (0,15 %
de verde de malaquita, 1 % de molibdato de aménio e 12,5 % (v/v) de HCI
concentrado), sendo que os microtubos foram sempre conservados em gelo. A

absorbancia da mistura foi lida em 630 nm.
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5.18.4 Teste com inibidores quimicos

Para o teste de inibicdo de trealose fosfatase foram utilizados quatro
compostos quimicos: EDTA (acido etilenodiamino tetra-acético), NaF (fluoreto de
sodio), CaCl, (cloreto de calcio) e Ca(NO;), (nitrato de célcio). Estes reagentes
foram selecionados conforme ensaios relatados na literatura (FRIEDMAN, 1966;
MURDOCH, 1971; PEERAER et al., 2004).

Os ensaios foram realizados em triplicata com os inibidores quimicos nas
concentracdes de 5 mM e 25 mM, com volume final de 50 uL e tempo de reacéo de
10 min. Uma reacdo controle sem a presenga de inibidor foi utilizada neste
experimento em cada concentragao.

Para se determinar a significancia do resultado do teste de inibicdo, os dados
foram analisados utilizando a andlise de variancia com dois fatores (fwo-way
ANOVA) com correcao de Bonferroni, através do software estatistico GraphPad
Prism versao 5.04 (2010).
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 Design do gene sintético TPP

A auséncia da disponibilidade da sequéncia completa do genoma de A.
darlingi em bancos de dados gen6micos, na época em que foram realizados os
procedimentos de design do gene sintético, levou a alternativa de que o processo de
sintese quimica do gene codificador de trealose fosfatase fosse baseado em um
mosquito de espécie proxima, pertencente ao mesmo género. Em virtude disso, 0
gene para trealose fosfatase foi baseado no banco de dados gendmicos de
Anopheles gambiae, disponivel no site KEGG.

Desta forma, foi escolhido o gene de trealose fosfatase por ser considerada
uma enzima de relevante importancia no metabolismo e fisiologia do mosquito A.
gambiae, um importante vetor de P. falciparum, o parasito transmissor da forma mais
grave da malaria humana no continente africano. Os dados das sequéncias
nucleotidica e de aminoacidos do gene Agalpp estdo organizados no seguinte
acesso: Anopheles gambiae (mosquito): AgaP_AGAP008225-PA. As informacdes
disponiveis no KEGG, a respeito deste gene, estdo em consonancia com a base de
dados do National Center for Biotechnology Information (NCBI) e UniProtKB (Protein
Knowlegdebase - AgTpp AGAP008225/ AgaP_AGAP008225), visto que estas
plataformas de pesquisa possuem base de dados intercruzadas, o que sustentou a
aquisicao de informacdes fieis e verdadeiras em relacéo a este gene.

O gene TPP foi selecionado porque a proteina que codifica participa da via
metabdlica dos carboidratos nos insetos, particularmente estando envolvida na
formacao do dissacarideo trealose, um agucar nao-redutor que esta presente em
grande concentragdo na hemolinfa dos insetos (KEGG Pathway, niumero do acesso:
ec00500).

A escolha da enzima para clonagem e expressao teve como razao o fato de
seu produto catalitico (trealose) ndo ser essencial para células de mamiferos, visto

que nestes a glicose é o carboidrato particularmente requerido em muitas vias
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metabdlicas, ou, até mesmo, esta ausente conforme relatado na literatura (KLUTTS
et al., 2003; KORMISH e McGHEE, 2005; KARTHIK et al., 2011; KUSHWAHA et al.,
2011). Isso é corroborado quando a sequéncia de aminoacidos foi comparada com
sequéncias de mamiferos no BLASTP, dando como resultado uma similaridade de
13 % com isoformas da proteina pré-sinaptica da citomatriz, de Rattus norvegicus, e
29 % com hialuronidase do mesmo mamifero.

Em analise pelo BLAST (Basic Local Alignment Search Tool), disponivel no
site UniProtKB, a sequéncia de aminoacidos de trealose fosfatase (TPP, numero de
acesso: Q7PJ67) foi comparada com sequéncias de TPP de outros organismos. O
resultado mostrou que a sequéncia foi similar em 89 % com a TPP de A. darlingi
(W5JSV8), 88 % com a enzima TPP de A. aquasalis (T1E9M2), seguida por 72 %
com a TPP de Culex quinquefasciatus (BOWQL2) e 65% com a TPP de Aedes
aegypti (Q16S69).

Estes organismos desempenham um papel importante como mosquitos
vetores de doencas transmitidas por parasitos. A. darlingi € o principal vetor da
maldria no Brasil, A. aquasalis € vetor da malaria no litoral brasileiro, C.
quinquefasciatus transmite a filariose bancroftiana, o virus Oropouche e a febre do
Nilo, e, por fim, A. aegypti é vetor da febre amarela e dengue.

Quando se analisa a sequéncia de alinhamento traducional do gene TPP que
esta localizado ap6s a sequéncia do fator a do peptideo sinal do vetor pPIC9, foi
possivel observar que a traducao esta prevista para ocorrer devidamente em fase,
gerando uma proteina com 269 residuos de aminodcidos, incluindo os seis residuos
da cauda de histidina na regido C-terminal.

Outras analises com as ferramentas de bioinformatica NetNGlyc 1.0 Server e
NetOGlyc 4.0 Server revelaram a existéncia de dois sitios previstos de N-glicosilacéo
nas posicoes 38 e 95 e um sitio previsto de O-glicosilacdo na posicao 258. Estes
sitios de N- e O-glicosilacao sdo mostrados na figura 21 que mostra o design das
sequéncias de nucleotideos e de aminoacidos da proteina em seu estagio final de
construcao.
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GCTGAATTCATGTCTCATCCAGAGTTCGATCAGTATTTGGGTGACTACCTTCAA A
GCTGGAGATACTTTAGCCTTGCTGCTTGACTACGATGGAACCTTAGCCGAGCTG
ACATCCCATCCAAACTTGACCCAGATGAGTGATGCTATGAGAGACAGTCTGCGT
AACATCGCCAATTCTGGAAAGGCTTTTGTGGCCGTCATTTCCGGTAGAGACGTT
GATGGAGTGAAGGAGAAAATCGGTCTGGAAAACGTTATCTACTCTGGTAACCAT
GGATTAGAGGTTTTGTATCCAAACGGTACCAGACATAACCAGGGTATTCCAAGG
GATGTTGCCGACAACTTTGATAAGATGATCGACCAGCTTAATAGAGAGGTTGTC
CACCATGGATCTTGGGTGGAGAACAAGCGTGTTTCCATCACTTTCCACTTTAGA
GAGGCTGAACAGCAATATGTTCCAGAGATGGCAGCCCGTGCTAAGGAGATCATT
GAATCCTACGGTTATCGAGCTAATGCAGCCCACGCTTCCGTTGAAGGAAAGCCA
CCTATCCAGTGGAACAAAGGATTAGCTGCCGAGTACATTCTTGGAACTTCTTTC
GACGCAAACTGGCGACAGAGAAAGGTTCTGTTCGCCGGTGACGATACCACTGAC
GAGGATGTTATGCGTATGATCAAGGGTACTGGAAGATCTTTCCGTGTCACCAAA
GATAAGGACTTGGTTACATCCGCTGACTATAAAATTCCTTCTGTGGATGCCGTT
TACCATTTATTGAAGTGGATCGAATCCAGAGTCGTTACGCGTCATCACCATCAC
CATCACTAAGCGGCCGCGCT

Sitio de EcoRlI

Azul: sequéncia do gene de trealose-6-fosfato fosfatase de A. gambiae com 810 pb.

Sitio de Miul

Cédons da cauda de histidina

Coddon de terminagao
Sitio de Notl

MSHPEFDQYLGDYLOAGDTLALLLDYDGTLAELTSHPNLTQOMS B
DAMRDSLRNIANSGKAFVAVISGRDVDGVKEKIGLENVIYSGN
HGLEVLYPNGTRHNQGIPRDVADNFDKMIDQLNREVVHHGSWV
ENKRVSITFHFREAEQQYVPEMAARAKEITESYGYRANAAHAS
VEGKPPIQWNKGLAAEYILGTSFDANWRQRKVLEFAGDDTTDED
VMRMIKGTGRSFRVTKDKDLVTSADYKIPSVDAVYHLLKWIES
RVVTRHHHHHH*

Azul-escuro: sequéncia da enzima de trealose-6-fosfato fosfatase de A. gambiae com 269 aa.
Sitios de N-glicosilagao:

Sitio de O-glicosilagado: S

Cauda de histidina: 6 aa

* - Codon de terminagao

Figura 21: Sequéncia nucleotidica e de aminoécidos da enzima TPP de A. gambiae.
Em (A) € mostrada a sequéncia nucleotidica do gene TPP que esta situado a
montante da sequéncia do fator a, bem como os sitios de enzimas de restricdo e 0s
coédons da cauda de histidina. Em (B) é mostrada a tradugdo em fase, gerando um
polipeptidio de 269 residuos de aminoacidos incluindo os seis residuos da cauda de
histidina na regido C-terminal. Também é mostrada a existéncia de dois sitios sinais
para N-glicosilacado (em laranja) e um sitio sinal para O-glicosilagcdo (em azul-claro)
na sequéncia polipeptidica da TPP.



75

6.2 Construcao do plasmideo recombinante pPIC-TPP

A liberacdo do gene sintético TPP de 830 pb do plasmideo pBSK-Trealose foi
realizada por meio de digestao dupla desse vetor com as endonucleases EcoRl e
Notl. O fragmento génico TPP liberado foi purificado e ligado ao multiplo sitio de
clonagem do vetor pPIC9, previamente linearizado com as mesmas endonucleases.
Na figura 22 sdo mostrados os perfis eletroforéticos resultantes da digestao do
plasmideo pBSK-Trealose, onde € mostrado o fragmento génico com tamanho
correto em pares de base, correspondente ao gene TPP, e o vetor linearizado.

Figura 22: Perfil eletroforético em gel 0,8 % de agarose do resultado da dupla
digestdo do plasmideo pBSK-trealose com as endonucleases EcoRl e Nofl. 1-
Marcador GeneRuler™ 1Kb DNA Ladder (Fermentas); 2- pBSK-trealose digerido
com EcoRlI/Notl; 3- pPIC9 digerido com EcoRl; 4- pPIC9 digerido com Nofl.

Apés a analise por eletroforese da digestao dupla tanto do plasmideo pBSK-
trealose, que liberou o fragmento génico TPP, quanto do vetor pPIC9 linearizado,
sendo que estes foram submetidos previamente a purificagdo, o inserto TPP e o
vetor pPIC9 linearizado foram ligados com T4 DNA ligase e o produto dessa ligacao
foi usado para transformar E. coli DH10B. Na figura 23 é apresentado o resultado da
digestdo dupla com as enzimas de restricdo EcoRl e Notl dos plasmideos
recombinantes clonados em E. coli DH10B, que abrigaram o novo sistema pPIC-
TPP.
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bp ng/0.5u9

10000 30

8000 30
6000 70
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4000 30
350 30
3000 70
2500 25
2000 25
1500 25

gene TPP ———> 1000 60

830 pb 750 25
—500 25

20 2%

Figura 23: Perfil eletroforético em gel de agarose 0,8 % do resultado da digestao
dupla com as enzimas EcoRl e Notl apdés purificacdo do gene TPP. 1- gene da
trealose fosfatase; 2- pPIC9 digerido com EcoRIl e Notl; 3- pPIC9 nao digerido; 4-
Marcador GeneRuler™ 1 Kb DNA Ladder (Fermentas).

Na figura 24 é mostrado o mapa fisico do plasmideo recombinante pPIC-TPP
apos os procedimentos de purificagdo, como resultado da inser¢cédo do gene TPP no
vetor de expressao/secrecao pPIC9. O gene esta localizado a montante do fator a
de S. cerevisiae, que funciona como um peptideo sinal e, por isso, coordena a

secrecao da proteina heteréloga em sistemas de expressao.
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Figura 24: Mapa fisico do plasmideo recombinante pPIC-TPP mostrando a inser¢ao
do gene TPP (indicado em azul) no vetor pPIC9, sendo flanqueado pelas enzimas
de restricao EcoRl e Notl e situado apds a regiao codificadora do peptideo sinal de
secrecdo fator a. O mapa fisico foi construido com auxilio do programa SnapGene®
Viewer versao 2.4.2 (2014).

Cerca de 30 clones recombinantes foram obtidos por transformacéao de E. coli
DH10B com o produto da ligacao do gene TPP ao vetor pPIC9. Na figura 25, sao
mostrados os resultados obtidos na selecao dos transformantes carregando o gene
TPP integrado no vetor pPIC9. Destes 30 clones recombinantes foram previamente
selecionados trés clones crescidos em placa, a fim de se verificar a ligagdo do
inserto ao vetor. A seta indica o clone escolhido para a analise endonucleasica por
digestdo dupla por apresentar uma menor mobilidade eletroforética de sua forma
superenovelada.
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Figura 25: Perfil eletroforético em gel de agarose 0,8 % dos plasmideos
recombinantes extraidos dos clones de E. coli, transformados geneticamente. (1)
pPIC9 sem inserto; (2) clone 1 da trealose fosfatase; (3) clone 2 da trealose
fosfatase; (4) clone 3 da trealose fosfatase.

O clone transformante identificado pela seta na figura 25 foi selecionado para
experimentos posteriores de extracdo do DNA plasmidial e confirmacao da correta
construcdo do vetor recombinante pPIC-TPP por andlise de restricdo
endonucleédsica. Na figura 26, é apresentado o perfil eletroforético dessa andlise,
confirmando a correta constru¢do do vetor recombinante pPIC-TPP: os fragmentos
liberados correspondem ao tamanho do vetor pPIC9 (8023 pb) e do gene TPP (830

pb).

gene TPP
(830 pb)

Figura 26: Perfil eletroforético em gel de agarose 0,8 % mostrando o produto da
digestdo dupla do plasmideo recombinante pPIC-TPP com EcoRIl e Notl. (1)
Marcador GeneRuler™ 1 Kb DNA Ladder (Fermentas); (2) gene da trealose
fosfatase; (3) pPIC9 sem inserto digerido com EcoRI e Notl; (4) pPIC9 nao digerido.



79

Apébs essa confirmacdo, seguiram-se os experimentos de subclonagem e
expressdao na cepa de levedura P. pastoris GS115 que foi transformada por
eletroporacgao, abrigando o DNA plasmidial com o gene TPP. Uma placa com meio
MD foi utilizada para a selecéao dos clones transformantes de P. pastoris, submetidos
a crescimento por 72h.

A placa com meio MD apresentou um alto crescimento de colbnias
transformantes da levedura apés 72 h de crescimento. Neste momento, foi realizada
a selecao dos clones transformantes que seriam utilizados a partir de entdo. Os
clones escolhidos foram transferidos, por meio de palitos estéreis, para uma placa
com meio BMGY. O objetivo do crescimento em meio BMGY é obter aumento da
massa celular dos clones crescidos em meio MD, ja que este ultimo nao oferece
nutrientes essenciais para o crescimento da massa de células, por se tratar de um
meio minimo com glicose e sem histidina, Gtil apenas na selecao de células

transformantes de P. pastoris.

6.3 Analise por colony blot e Western blotting da proteina recombinante no
sobrenadante da cultura

Testes de colony blot, apés inducao por 72 h em meio BMMY suplementado
com 0,5 % de metanol, com anticorpo contra cauda de histidina, foram necessarios
para confirmar ou ndo clones positivos na expressao heterdloga de trealose
fosfatase.

A indugdo com metanol é necessaria com a finalidade de se obter uma boa
expressdo da enzima TPP subclonada em P. pastoris. A inducdo revelou que as
linhagens de P. pastoris recombinante cresceram continuamente durante todo o
periodo, indicando a capacidade dessas células em metabolizar o metanol para
geracao de energia e constituintes celulares.

Isto €é devido ao promotor AOX de P. pastoris ser regulado
transcricionalmente por metanol, sendo considerado um forte promotor usado para
transcrever genes heterélogos. Entretanto, para ser ativado, o promotor AOX1
requer a presenca de metanol e, na auséncia desse indutor, ele se torna reprimido.
Por isso, 0 crescimento e a inducdo de cepas de P. pastoris, que expressam
proteinas heterélogas, sao facilmente obtidos em todas as escalas, desde frascos
até grandes fermentadores.
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Com o término da inducéo por 72 h, a expressao da proteina TPP nos clones
transformantes de P. pastoris foi confirmada em um processo de duas etapas:

Na primeira etapa, os clones foram submetidos ao teste de colony blot que
consiste em transferir por um periodo de 4 h a colénia marcada com hisé-tag para
uma membrana de nitrocelulose por meio da imobilizagdo desta molécula
imunogénica. O principio do método é muito semelhante aos experimentos de
Northern blotting. Apds as 4 h de transferéncia, foram prosseguidos os passos do
teste de colony blot descritos na secao 5.11 de Materiais e Métodos.

O resultado desta primeira etapa indicou que dos quarenta clones
previamente selecionados em meio MD, apenas dois foram positivos na expressao
da enzima TPP. Estes clones foram identificados como TPP 59 e TPP 61, os quais
foram submetidos a indugdo por metanol por um novo periodo de 72 h em meio
BMMY liquido.

A segunda etapa consistiu na analise em Western blotting da expressao da
proteina TPP nos clones TPP 59 e TPP 61. A figura 27 mostra o resultado do teste
com anticorpo contra cauda de poli-histidina na porcédo C-terminal.
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Figura 27: Western blotting dos clones induzidos por 72 h em meio BMMY apéds o
teste de colony blot em placa. O marcador de proteina utilizado foi Color Plus
Prestained Protein Ladder Broad Range 10-230 kDa (Biolabs). Massas moleculares
em kDa s&o indicadas no lado direito da figura.

Conforme indica a figura 27, os clones TPP 59 e TPP 61 foram positivos na
expressao da enzima TPP, demonstrando que a clonagem e expressao da proteina
heterbloga em P. pastoris foi bem-sucedida. Além disso, o resultado indica que a

proteina TPP foi eficientemente secretada no sobrenadante da cultura. A presenca



81

da cauda de histidina na porcao C-terminal do gene sintético de TPP, sustenta esse
dado.

Este resultado € suportado pelo fato que a analise por Western blotting ser
altamente especifica na deteccdo de proteinas ou moléculas marcadas (cauda de
histidina, por exemplo), principalmente quando o anticorpo € de origem murina
(camundongos, Mus musculus), pois estes anticorpos sdo monoclonais € mais
especificos na deteccdo de moléculas marcadas do que os anticorpos policlonais de
origem leporina (coelhos), que sdo mais sensiveis, porém menos especificos e,
portanto, suscetiveis a resultados falso-positivos. Uma elucidacao disso é feita por
Edavana e colaboradores (2004) quando relatam que anticorpos policlonais contra a
proteina TPP de 27 kDa de M. smegmatis nao reagiram com a proteina TPP de 45
kDa na analise em gel ou pelo Western blotting, tampouco o0 anticorpo contra a
proteina de 45 kDa fez reacao cruzada com a proteina de 27 kDa.

Como se observa na figura 26, os clones para a TPP apresentaram alta
expressao e secrecao, destacando-se entre eles o clone TPP 61, cuja expresséao foi
mais proeminente do que a do clone TPP 59. Este resultado mostra, ainda, que o
tempo de 72 h é um bom periodo para a expressdao da enzima TPP recombinante
nos dois clones, particularmente no clone TPP 61. Pelo fato do clone TPP 61 ter
apresentado expressdo mais acentuada da enzima, este foi escolhido para os
estudos de caracterizacédo da enzima.

6.4 Analise por eletroforese em gel SDS-PAGE dos sobrenadantes
concentrados dos clones recombinantes TPP 59 e TPP 61

Com a confirmacdo da expressdao e secrecdo da enzima TPP no
sobrenadante dos dois clones, a partir do Western blotting, foi sugerida uma nova
inducao com os mesmos parametros determinados para os testes anteriores.

O sobrenadante dos clones TPP 59 e TPP 61, ap6s centrifugacdo, foram
recuperados em 50 mL de cultura induzida, filtrados e armazenados. Dois mililitros
de cada clone foram separados para serem concentrados por ultrafiltracdo (Amicon
com corte de massa de 10 kDa, Millipore). As amostras tiveram seus volumes
reduzidos a 40 pyL apds quatro ciclos de centrifugacao, indicando que as mesmas

foram concentradas 50 vezes em relacao ao seu volume inicial.
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O concentrador Amicon € aplicado para a concentracdo de amostras
bioldgicas contendo proteinas de interesse, além de servir como um meio de
purificacdo de componentes macromoleculares encontrados em extratos de cultura
tecidual ou lisado celular onde a selecdo e exclusdo é feita por tamanho,
dependendo do didmetro do poro da membrana de filtragdo (MILLIPORE, 2012).

A andlise em gel SDS-PAGE 15 % dos sobrenadantes concentrados dos

clones recombinantes TPP 59 e TPP 61 é mostrada na figura 28.
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Figura 28: Perfil eletroforético em gel SDS-PAGE 15 % de diferentes quantidades
de clones TPP 59 e TPP 61. A- TPP 59 dil. 1:25; B- TPP 59 dil. 1:10; C- TPP 59
concentrado; D- Marcador Spectra Multicolor Broad Range Protein Ladder (Thermo
Scientific); E- TPP 61 dil. 1:25; F- TPP 61 dil. 1:10; G- TPP 61 concentrado. Os
nameros indicam os tamanhos aproximados do marcador mostrado no lado direito
da figura.

Conforme mostra a figura 28, os clones apresentam a proteina TPP
recombinante com tamanho maior do que o esperado para a proteina nativa. Em
analise de bioinformatica, usando os portais de pesquisa ExPASy e ProtParam, a
massa molecular estimada de TPP néo glicosilada foi de 29,3 kDa. No entanto, com
base no SDS-PAGE de proteinas mostrado, a banda correspondente a TPP
recombinante teve migracao eletroforética equivalente a massa de 36 kDa.

Considerando-se a existéncia de dois sitios potenciais de N-glicosilagdo e um
de O-glicosilacdo na sequéncia polipeptidica de TPP (ver figura 20), e que a
glicosilacao afeta a migracao eletroforética das proteinas no gel SDS-PAGE, infere-
se que a elevacdo da massa estimada da TPP recombinante de 29,3 kDa para



83

aproximadamente 36 kDa, obtida nos experimentos realizados neste trabalho, deve
ser resultado da ocorréncia de glicosilacao durante o processamento pds-traducional
da proteina recombinante na via de secregao.

A presenca de proteinas glicosiladas nos insetos foi classificada no estudo de
Vandenborre e colaboradores (2011), tendo como base os processos biolégicos no
qual estas proteinas estdo envolvidas. Neste estudo, uma grande parte das
glicoproteinas foi associada com muitos processos metabdlicos. Quando as
proteinas foram categorizadas de acordo com a sua fungcao molecular, algumas
delas estiveram envolvidas com a atividade de hidrolase, sendo 19 % em Tribollium
castaneum, 34 % em Bombix mori, 27 % em Apis mellifera, 31 % em Drosophila
melanogaster e 27 % em Acyrthosiphon pisum.

Tang e colaboradores (2011) demonstraram que a outra enzima da via de
sintese de trealose, a trealose-6-fosfato sintase (TPS), também contém sitios
provaveis de glicosilacdo quando realizou estudos de clonagem e expressdo do
cDNA de TPS de Catantops pinguis. A presenca de sitios de glicosilacdo é bem
distribuida em muitas enzimas como proteases, esterases, hidrolases, lipases ou
fosfatases encontradas em diferentes espécies de insetos.

O perfil eletroforético de proteinas glicosiladas expressas pode apresentar
variagbes também em animais vertebrados, como demonstra o estudo de
Flintegaard e colaboradores (2010) onde uma variante recombinante N-glicosilada
do GH humano teve migracdo em gel SDS-PAGE com mobilidade correspondente a
massa aproximada de 25 kDa, enquanto que no tipo natural ndo glicosilado a
migracdo correspondeu a massa de 22 kDa, corroborando com a suposi¢ao
levantada por Pinto (2012) de que o GH de tambaqui clonado e expresso por ele em
P. pastoris encontra-se na forma glicosilada, onde a analise em SDS-PAGE mostrou
migracao eletroforética equivalente a massa de 23 kDa comparada com a do GH
recombinante ndo glicosilado de 21,5 kDa.

O efeito da glicosilacao sobre o tamanho da proteina é verificado por Volpert
e colaboradores (2014) quando foram expressas e comparadas trés variantes
recombinantes da proteina CRISP3 de ratos. Pela andlise de Western blotting, a
proteina recombinante com dois sitios de glicosilacdo apresentou um tamanho
aproximado de 35 kDa, ja a proteina com um sitio de glicosilagdo mostrou um
tamanho aproximado de 30 kDa, enquanto que a proteina recombinante sem sitio de
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glicosilagdo apresentou um tamanho de 25 kDa, o mesmo observado para a
proteina nativa isolada da glandula salivar que nao é glicosilada.

Em analise de bioinformatica, por meio do portal ProtParam, a meia-vida da
TPP recombinante nao glicosilada p6de ser estimada em 30 h em células de
mamiferos in vitro, >20 h em células de leveduras in vivo e >10 h em células de E.
coli in vivo. O ponto isoelétrico (pl) teérico da TPP recombinante foi de 5,6.

Estudos com proteinas heter6logas em P. pastoris ttm demonstrado que os
niveis de expressdo de uma proteina recombinante nessa levedura dependem de
varios fatores, dentre os quais estdo a sequéncia nativa do cDNA a ser expresso, 0
codon bias, o numero de cépias do cassete de expressao integrado ao genoma da
levedura, a temperatura, o pH, o tempo de inducdo, a concentracao do indutor e a
aeracao (CREGG et al., 1993; D’ANJOU e DAUGULIS, 2000; DAMASCENO et al.,
2004; KHATRI, 2011).

6.5 Purificacao da trealose fosfatase recombinante a partir do sobrenadante do
clone TPP 61

Utilizou-se para purificar a TPP, apds a concentragdo por ultrafiltracdo em
Amicon, a cromatografia de afinidade com resina de Ni?*. O perfil cromatografico é

mostrado na figura 29 a seguir.
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Figura 29: Perfil cromatografico de afinidade em Ni2* (HisTrap HP) para purificagéo
de trealose fosfatase. A seta maior indica o pico da proteina ao ser eluida com
aproximadamente 300 mM de imidazol. O numero 1 indica o pico formado por
proteinas contaminantes. No eixo y, absorbancia em UV da proteina eluida no
tampao B. No eixo x, volume de eluicio em mL. Gradiente da concentracao do

Imidazol € mostrado pela linha ascendente verde. Em vermelho, as fragbes
coletadas.

Durante a eluigéo inicial com o tampao NaH,PO, 20 mM pH 7,4 foi obtido um
pico de atividade de trealose fosfatase contido nas fragdes 8, 9 e 10. De acordo com
o perfil de purificagéo, a enzima TPP foi eluida em 60 % da concentracdo total de
imidazol presente no tampéo de elui¢do, ou seja, em 300 mM de imidazol. Ainda, de
acordo com o perfil cromatografico da figura 29, verifica-se que a atividade da TPP
foi obtida em um Unico pico.

Comportamentos distintos foram observados na purificacdo da enzima TPP,
objeto deste estudo pelo mesmo procedimento utilizado, em comparacdo com a
enzima identificada em outras espécies de organismos. Li e colaboradores (2012)
purificaram a enzima TPP da bactéria psicrotrofica Arthrobacter sp. cepa A3 quando
a mesma foi eluida com 250 mM de imidazol. Comportamentos semelhantes a este,
em relagdo a concentragdo de imidazol, também séo relatados em outros trabalhos
(KLUTTS et al., 2003; EDAVANA et al., 2004; KUSHWAHA et al., 2011). Petruzziello
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(2009) obteve a purificacdo da enzima TPP de Herbaspirillum seropedicae quando
esta foi eluida em 240 mM de imidazol.

Por outro lado, a levedura P. pastoris € conhecida por secretar em meio de
cultura uma baixa quantidade de proteinas homologas, o que facilita o processo de
purificacao de proteinas.

Durante o procedimento de purificacdo foi observado que a enzima TPP
purificada obteve uma absorbancia em torno de 200 nm observada durante o pico de
atividade, conforme mostra a figura 29. Este pico de absorbancia em UV foi
verificado nas fragdes eluidas 8, 9 e 10, e isto se deve porque determinadas
proteinas possuem diferente absorcao para diferentes comprimentos de onda, em
virtude da composicao destas proteinas com os aminoacidos fenilalanina, tirosina e
triptofano, que sdo os principais responsaveis pela absorcdo de luz das proteinas,
por possuirem o anel benzénico em sua estrutura quimica, além da ligacao
peptidica, que devido a presenca da carbonila, também absorve luz.

A enzima TPP purificada foi submetida a analise em gel SDS-PAGE 15 %.
Foram submetidas a esta analise as fracdes 5, 6, 7, 8, 9 e 10, assim como o eluato
da lavagem da coluna (denominada de sobrenadante recuperado) e o clone TPP 61
concentrado em Amicon. O resultado da andlise em SDS-PAGE é mostrado na
figura 30.
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Figura 30: Perfil eletroforético da analise em gel SDS-PAGE 15 % da enzima TPP
purificada por cromatografia de afinidade do clone TPP 61. 1- Fracdo 7; 2- Fragéo 6;
3- Fracéo 5; 4- TPP 61 nao purificada; 5- Eluato do tampéao de lavagem; 6- Fracao
10; 7- Fracao 9; 8- Fracao 8; 9- Marcador Spectra Multicolor Broad Range Protein
Ladder (Thermo Scientific); kDa- massas moleculares aproximadas do marcador
variando de 10 a 260 kDa.
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Conforme mostra a figura 30, a enzima TPP foi eluida em grande quantidade
na fracdo 9, em comparacao com as fracoes 8 e 10. Além disso, de acordo com o
perfil eletroforético da figura 28, a enzima recombinante observada nas trés fragdes
(8, 9 e 10) apresenta uma massa molecular em torno de 36 kDa. Esta mesma massa
também é verificada no controle positivo (TPP 61 nado purificada).

A quantificagdo da proteina total pelo método do BCA da enzima eluida nas
fracoes 8, 9 e 10 indicou as seguintes concentrac¢des totais: 215,9 pug/mL na fragéo
8; 206,6 pg/mL na fragao 9; e 203,4 ug/mL na fracdo 10. Os dados relatados neste
trabalho mostram que a concentracdao de proteina total pode variar entre os clones
recombinantes, conforme as condi¢des de clonagem e expressao.

A clonagem e expressdo desta enzima em espécies de reinos diferentes
também mostra resultados variados em relagcdo ao tamanho. Klutts e colaboradores
(2003) determinaram o peso molecular da enzima recombinante de M. smegmatis
em torno de 27 kDa, com base na purificagao por gel de filtracdo. Petruzziello (2009)
ao estudar a enzima TPP de H. seropedicae clonada em E. coli, demonstrou, por
andlise em gel, que a enzima purificada do sobrenadante apresentou um tamanho
de 28 kDa. Edavana e colaboradores (2004) clonaram e expressaram o cDNA da
enzima TPP de M. tuberculosis em E. coli e confirmaram, apés purificagdo em
coluna de niquel, que a mesma possui um tamanho de 45 kDa.

Trabalhos pioneiros de caracterizagdo da enzima TPP, tendo como fonte de
origem os insetos, demonstram que a mesma apresenta tamanhos variados de
espécie para espécie. Friedman e Hsueh (1979) ao caracterizarem a enzima da
barata (P. americana), identificaram-na com um tamanho de 108 kDa. Friedman
(1971) isolou a TPP da mosca varejeira (P. regina), determinando seu peso
molecular em 26 kDa.

Desta forma, verifica-se que a enzima possui tamanhos que variam de
organismo para organismo, independente do reino ao qual pertencam. Por ora,
atesta-se, por meio da analise qualitativa, que a enzima TPP recombinante de A.
gambiae, subclonada em P. pastoris, foi expressa com um tamanho aproximado de
36 kDa, cujo resultado acima do esperado (29,3 kDa) deve-se, muito provavelmente,
aos sitios de N- e O-glicosilacdo que a enzima em discussdo apresenta na sua
sequéncia de aminodacidos, quando submetida a analise em sites especializados na

predicao de sitios de glicosilacao.



88

6.6 Caracterizacao bioquimica da enzima TPP recombinante

A cinética enzimatica lida com fatores que afetam a velocidade das reacoes
catalisadas por enzimas. Os fatores mais importantes sdo a concentracdo da
enzima, concentragcdées de ligantes (substratos, inibidores, ativadores), pH, forca
ibnica e temperatura. Quando estes fatores sdo analisados apropriadamente, é
possivel conhecer-se sobre a natureza da reagao enzimatica. Constantes cinéticas,

como Ky, e V, 4, podem ser determinadas e, a partir destas, pode-se deduzir as

concentragdes intracelulares de substratos e produtos e o sentido fisiolégico da
reacdo. De outro modo, a cinética de uma reagao pode indicar o modo pelo qual a
atividade da enzima é regulada in vivo (SEGEL, 1979).

Em decorréncia disso, a fracdo 10 purificada da enzima TPP recombinante foi
analisada bioquimicamente quanto aos pH e temperatura de melhor acao catalitica,

seus parametros cinéticos e teste com inibidores quimicos.

6.6.1 Atividade enzimatica em diferentes pHs

As variacdes no pH podem exercer muitas alteracdes nas reacdes catalisadas
por enzimas. A enzima TPP recombinante teve o pH de melhor atividade avaliada
sob o efeito do tampao MES-Tris-Glicina com potencial hidrogeniénico variando de
5,0 a 11,0 com intervalos de 1,0 ponto. O resultado da atividade enzimatica do clone
TPP 61 nos diferentes pHs pode ser observado na figura 31.
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Figura 31: Efeito do pH sobre a atividade da TPP recombinante da fracdo 10
purificada.

Os dados mostram que a enzima secretada por P. pastoris apresenta melhor
funcionalidade entre os pHs 7,0 e 8,0, tendo atividade enzimatica maxima no pH 8,0.
A acédo catalitica da enzima recombinante da fracdo 10 foi medida pela quantidade
de fosfato inorgéanico (Pi) liberado na reacdo. Desta forma, a enzima TPP liberou
19,65 pmol Pi/min no pH 8,0, onde se obteve o maximo de atividade sendo
considerado, portanto, o pH étimo da enzima. Em relagcdo ao pH 7,0 a atividade
catalitica da enzima foi de 18,53 pmol/min.

Quando exposta a pHs acidos a enzima TPP apresenta uma atividade
relativamente maior comparado com os pHs alcalinos. Nos pHs 5,0 e 6,0 a atividade
foi de 6,34 pmol/min e 11,32 umol/min, respectivamente. Por outro lado, nos pHs
alcalinos a atividade enzimatica foi de 7,08 pmol Pi/min para o pH 9,0, 5,67 umol
Pi/min para o pH 10,0 e 3,25 pmol Pi/min para o pH 11,0.

O pH étimo para trealose fosfatase varia muito de organismo para organismo.
Em micro-organismos varia de 5,0 a 7,5 (KLUTTS et al., 2003; EDAVANA et al.,
2004; LI et al., 2012). Em plantas, a enzima possui maior atividade em pHs que
variam de 6,5 a 7,0 como relatado por Shima e colaboradores (2007). Dentre a
classe de animais estudados, a enzima TPP do protozoario Brugia malayi
apresentou pico de atividade no pH 7,0 (KUSHWAHA et al., 2011).

Entre a classe dos insetos, a enzima TPP da barata P. americana tem sua
maxima atividade no pH 7,0 (FRIEDMAN e HSUEH, 1979), do mesmo modo que a



90

TPP da mosca varejeira (P. regina) que apresenta melhor atividade no pH 7,0,
mantendo uma relativa atividade entre pH 6,0 e 8,5 (FRIEDMAN, 1966). Como pode
ser verificado o pH 6timo desta enzima ndo possui uma variacao tdo marcante entre
as diferentes classes de organismos.

O fato de o pH influenciar a velocidade de uma reagdo enzimatica é
decorrente de que os sitios ativos nas enzimas sao frequentemente compostos por
grupos ionizaveis que devem se encontrar numa forma iénica adequada para que
mantenham a conformagcdo do sitio ativo, liguem-se a substratos e catalisem a
reacdo. Além disso, os proprios substratos podem conter grupos ionizaveis e,
normalmente, somente uma forma ibnica deste substrato pode se ligar a enzima ou
sofrer catalise.

De outro modo, a estabilidade de uma enzima ao pH depende de fatores
como temperatura, forca idGnica, natureza quimica do tampao, concentracdo de
substratos ou cofatores da enzima e concentracdo da enzima. Em muitos casos, um
substrato pode induzir uma mudanca conformacional na enzima para uma forma que
sera mais ou menos resistente a desnaturacao pelo pH (SEGEL, 1979).

Caracteristicas diferenciadas de enzimas produzidas no sistema de
expressao heteréloga de P. pastoris pode ser devido a habilidade da levedura em
realizar diversas modificacbes pds-traducionais. Variagdes na acado catalitica da
enzima em diferentes pHs pode ser dada pelas caracteristicas dos proprios
aminoacidos constituintes da enzima recombinante que, dependendo de suas
cadeias laterais, agem como &cidos ou bases fracos e realizam fungdes criticas no

sitio ativo da enzima, alterando, por fim, sua funcionalidade.

6.6.2 Atividade enzimatica em diferentes temperaturas

A temperatura é um dos fatores que muito influenciam na eficiéncia da
atividade enzimatica, pois pode aumentar ou diminuir a energia disponivel para as
reacoes. Muitas vezes, pode ser considerado um fator limitante para a utilizagdo de
certas enzimas ou proteinas, principalmente em processos industriais.

A TPP purificada (fragdo 10) foi avaliada, em primeiro momento, para a
determinacao de atividade maxima nas temperaturas que variaram de 30 °C a 80 °C
em tampao Tris-HCI pH 8,0 como pode ser visto na figura 32. Em seguida, foi
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avaliada sua acado catalitica em uma faixa mais restrita de temperatura, variando
entre 30 °C a 40 °C (figura 33).
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Figura 32: Efeito da temperatura na atividade de fosfatase da TPP purificada.

Pela observacao da figura 32, nota-se que a enzima TPP obteve um pico de
atividade na temperatura de 37 °C correspondente a 6,61 umol Pi/min, sendo esta
temperatura utilizada desde os primeiros ensaios com a TPP recombinante.

Na temperatura de 40 °C, a TPP recombinante apresentou atividade de 5,22
umol Pi/min, e em 50 °C 4,08 umol de Pi/min, indicando uma atividade 15 % menor
em 40 °C e cerca de 35 % menor em 50 °C. A partir da temperatura de 40 °C, a
atividade da enzima TPP foi diminuindo até os niveis de 2 umol Pi/min quando esta
foi submetida as temperaturas de 60 °C, 70 °C e 80 °C, mantendo cerca de 30 % de
sua atividade registrada na temperatura de 37 °C.

A partir do resultado resolveu-se fazer um novo experimento para avaliar a
atividade da enzima TPP em funcao da temperatura, porém foram analisadas novas
temperaturas entre 30 °C e 40 °C, como pode ser verificado na figura 33 a seguir.
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Figura 33: Determinagdo da temperatura 6tima da enzima TPP recombinante a
partir de uma faixa de temperatura restrita entre 30 °C — 40 °C.

Conforme visto na figura acima, a temperatura de 38 °C apresentou a
atividade maxima da enzima TPP recombinante, liberando 9,53 pmol Pi/min, bem
maior do que o demonstrado por outras faixas de temperatura analisadas. A partir
deste resultado, a temperatura de 38 °C foi considerada a temperatura étima para a
atividade catalitica de TPP.

Neste segundo teste, verifica-se que a medida que a temperatura foi
aumentando gradativamente nas condi¢des experimentais, a atividade enzimatica de
TPP também aumentou até 38 °C, onde a enzima alcangou a sua acgao catalitica
maxima. A partir de 39 °C e 40 °C, os niveis de Pi liberado na reagao foi diminuindo,
até chegar em torno de 5 pmol/min (40 °C), valor compativel com a temperatura
indicada na figura 32.

Outras enzimas TPP recombinantes apresentaram baixa atividade quando
submetidas a temperaturas elevadas. Um estudo com TPP de arroz indicou que a
enzima TPP foi completamente inativada apds incubacdo a 50 °C por 4 min,
demonstrando que esta é termolabil. Os dados sugerem, ainda, que a taxa de
renovacao desta enzima € relativamente alta e que sua rapida renovagéo seria em
permitir um forte controle dos niveis de trealose e trealose-6-fosfato nas células, ja
que estes compostos estdo envolvidos na regulacdo de respostas ao estresse em
plantas superiores (SHIMA et al., 2007). A enzima TPP da bactéria psicrotréfica
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Arthrobacter sp. perdeu 70% de sua atividade quando submetida a temperatura de
50 °C por 6 min (LI et al., 2012). Em contrapartida, a enzima TPP de M. smegmatis
nao perdeu atividade, mesmo com incubacao por 6 min a 60 °C (KLUTTS et al.,
2003), e a TPP de E. coli perdeu somente 10 % de sua atividade original apds
incubacao por 30 min a 50 °C (SEO et al., 2000).

Na literatura a atividade maxima da enzima varia de acordo com a espécie
estudada. A TPP pode apresentar pico de atividade em altas temperaturas como
50°C para H. seropedicae (PETRUZZIELLO, 2009) ou, até mesmo, 70 °C como
reportado para Thermus thermophilus (SILVA et al., 2005). Em outros casos, pode
manter-se constante em uma faixa de temperatura que varia de 30 °C a 50 °C (SEO
et al., 2000; LI et al., 2012). Por outro lado, a enzima pode ter um pico de atividade
na temperatura fisiolégica de 37 °C como foi relatado para a TPP do protozoario B.
malayi, agente etiologico da filariose linfatica juntamente com Wuchereria bancrofti e
Brugia timori (KUSHWAHA et al., 2011). Quanto aos insetos, na mosca varejeira P.
regina, a trealose fosfatase obteve sua melhor atividade na temperatura de 46 °C,
mantendo 85 % de atividade a 57 °C por 15 min (FRIEDMAN, 1966). Esses
resultados indicam que a TPP também demonstra possuir perfis de temperatura
muito variados, assim como € demonstrado para o perfil de pH.

A influéncia da temperatura sobre a atividade enzimatica deve ser entendida
em dois diferentes cenarios. Em principio, aumentos de temperatura levam a
aumentos da velocidade da reagdo por aumentar a energia cinética das moléculas
do sistema, ocasionando um maior numero de colisées produtivas entre a enzima e
o substrato por unidade de tempo. Ja as temperaturas acima do intervalo compativel
com a manutencdo da estrutura espacial da enzima alteram interacdes fracas
intermoleculares, tais como ligacdes de hidrogénio, que mantém sua estrutura
tridimensional, ocasionando a perda da conformacdo nativa e poder de catdlise
enzimatica, visto que a molécula absorve energia demais, sua estrutura terciaria se
rompe e a enzima desnatura.

Por outro lado, o efeito da temperatura na estabilidade de uma enzima
depende de um numero de fatores que incluem o pH e a forga ibnica do meio na
presenca ou auséncia de ligantes. Os substratos frequentemente protegem a enzima
da desnaturacdo pelo calor porque na interacdo enzima-substrato, a partir de
interacdes fracas e nao covalentes, pequena quantidade de energia é liberada, e a
energia derivada dessa interacdo é chamada de energia de ligacdo, que € a principal
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fonte de energia livre utilizada pelas enzimas para acelerar reagdes (COX et al.,
2012).

Enzimas de baixo peso molecular compostas de uma Unica cadeia
polipeptidica, e possuindo ligacdes dissulfeto, sdo mais estaveis ao calor do que
enzimas oligoméricas. Isto porque as ligagdes dissulfeto mantém as porcbes da
enzima unidas, tornando-a mais estavel se enovelada na forma correta. Além disso,
essas pontes sao frequentes em proteinas secretadas para o meio extracelular e,
raramente, encontradas em proteinas intracelulares, devido o carater redutor dos
ambientes intracelulares que as tornam instaveis no citoplasma. Além disso, as
enzimas monomeéricas sdo formadas por um Unico sito ativo, ao contrario das
oligoméricas que podem possuir diversos sitios de atividade catalitica, formando
complexos multi-enzimaticos (DAMODARAN et al., 2010).

6.6.3 Constantes Cinéticas

A atividade da enzima foi testada em funcao de diferentes concentracées do
substrato trealose-6-fosfato. O aumento da concentragcdo do substrato eleva a
velocidade de reacdo, mas somente até um determinado ponto que corresponde ao
valor da concentracao de trealose-6-fosfato em que a capacidade catalitica da TPP
atinje 0 maximo (velocidade maxima), ndo aumentando mesmo que a concentracao
do substrato seja aumentada. A figura 34 demonstra essa relacdo onde a velocidade
da atividade da TPP é crescente até certas concentracdes de trealose-6-fosfato.

A atividade enzimatica da TPP recombinante foi avaliada pela liberacao de
fosfato inorganico no ensaio para fosfatase (BARTLETT, 1959; BAGINSKI et al.,
1967; FRIEDMAN e HSEUH, 1979). A enzima possui atividade especifica para o
substrato trealose-6-fosfato, onde o radical éster fosfato é liberado, resultando na
formacao do dissacarideo trealose na presenca de agua, o que € caracteristico das
enzimas da familia hidrolase com atividade de fosfatase (KLUTTS et al., 2003;
KORMISH e McGHEE, 2005; RAO et al., 2006; ELBEIN, 2009).
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Figura 34: Curva de Michaelis-Menten onde é expressa a velocidade inicial da
reacao em funcdo da concentragdo do substrato.

Para estimativa de K, e V4 foi construido o grafico do duplo-reciproco de

Lineweaver-Burk apresentado na figura 35. Esse tipo de gréfico é resultado da

relacdo dos valores inversos da velocidade inicial (V,) e concentragdo do substrato
[S] que terd inclinagdo K,V na qual a intercepgéo sera 1/ V4, no eixo de 1/V, e
intercepgéo de -1/Kj, no eixo de 1/[S], permitindo determinar com mais precisédo a

V,.s em comparagdo com o grafico de V, em fungédo da [S] (MULLER, 2008;
CARMO, 2010).
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Figura 35: Gréafico Lineweaver-Burk obtido pela cinética enzimética da TPP eluida
na fracéao 10.

Observa-se na figura 34 que a curva de concentracdo do substrato (T6P

[mM]) versus a velocidade inicial (V,) apresenta o formato de uma curva tipica de

Michaelis-Menten. Em uma baixa concentracao de substrato, a velocidade inicial da
reacdo é aproximadamente proporcional a concentracdo do substrato T6P, e a
reacdo, desta forma, é aproximadamente de primeira ordem em relacdo ao
substrato. A medida que a concentracdo do substrato aumenta, a velocidade inicial
da reacao diminui e deixa de ser proporcional a concentracdo do substrato.

O formato hiperbdlico da curva, tipico de enzimas de carater michaeliano e
ilustrado na figura 34, mostra que a enzima recombinante tem alta afinidade ao seu
substrato, como largamente reportado na literatura (FRIEDMAN, 1966; FRIEDMAN e
HSUEH, 1979; EDAVANA et al.,, 2004; WANG et al., 2005; KUSHWAHA et al.,
2011).

A concentracao de trealose-6-fosfato para atividade maxima foi 6 mM e a
partir dai, &€ observada a saturacdo da enzima. No grafico, o valor da concentracao
do substrato necessario para se alcangar a metade da velocidade maxima (1/2 Vmax)
corresponde a K, a constante de Michaelis-Menten (CAMPBELL e FARRELL,

2007).
O valor dessa constante (K},) € muito importante na caracterizagédo da cinética

enzimatica, pois uma enzima pode ter o mesmo valor de atividade maxima que
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outras, porém dificilmente tera o mesmo valor de K, que indicara a diferenga na
quantidade necessaria de substrato para saturar a enzima (VIEIRA, 2003, CARMO
2010).

A constante de Michaelis (K}, € uma grandeza que expressa a relagdo entre
as concentragdes reais no estado estacionario, além disso, representa uma
constante muito valiosa que relaciona a velocidade de uma rea¢ao enzimatica com a
concentragdo do substrato. Em outras palavras, a Kj, € equivalente a concentragéo
de substrato que fornece metade da velocidade maxima (SEGEL, 1979).

A enzima trealose fosfatase em discussdo apresentou uma V,,, de 290,0 *
3,79 pmol.min' e um K, de 3,19 + 0,10 mM, o que foi relativamente maior
comparado com os valores descritos na literatura para outras TPP: 2,5 + 0,1 mM
(SEO et al., 2000); 1,6 mM (KLUTTS et al., 2003); 1,5 mM (SILVA et al., 2005); 2,5
mM (PETRUZIELLO, 2009); 0,42 mM (KUSHWAHA et al., 2011); e 0,39 £ 0,16 mM
(LI et al., 2012). Entretanto, o valor de K, descrito neste trabalho foi proximo da
metade do valor relatado por Nobre e colaboradores (2008) em relagdo a enzima
TPP de Rubrobacter xylanophilus que apresentou Ky, de 6,1 = 1,5 mM.

E conhecido que um baixo valor de K, indica uma maior afinidade para o
substrato. Entretanto, quando o K, € alto isto pode ser resultado de uma constante
catalitica (k,,) muito grande ou, entdo, um K, mais elevado indica que a taxa de
dissociacao é significativamente maior do que a taxa de associacdo e que a enzima
se liga ao substrato fracamente (ROGERS e GIBON, 2009). Neste caso, considera-
se que a enzima TPP recombinante de A. gambiae expressa em P. pastoris, pelo
valor de K;,, possui alta afinidade ao seu substrato.

O valor numérico de Ky, é de interesse por diversas razdes: (i) estabelece um
valor aproximado para o nivel intracelular de substrato; (i) seu valor numérico
fornece um meio de comparacgao entre enzimas de diferentes organismos, diferentes
tecidos do mesmo organismo, ou do mesmo tecido em diferentes estagios de
desenvolvimento; (iii) uma variacdo no valor real dessa constante induzida por um
ligante € uma maneira de regular a atividade de uma enzima, visto que com o0s
efeitos de diferentes compostos sobre a K, pode-se identificar inibidores
fisiologicamente importantes; (iv) por fim, essa constante indica a adequacidade
relativa de substratos alternativos para uma determinada enzima, isto é, o substrato
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com valor mais baixo de K, tem uma afinidade aparente maior para a enzima

(SEGEL, 1979).

A afinidade da enzima trealose fosfatase com o substrato trealose-6-fosfato
(T6P) é bem reportada na literatura. Thompson (2003) afirma que a enzima tem uma
afinidade muito mais elevada para o substrato T6P comparado com outros
substratos acucar fosfato que liberam fosfato inorganico na hidrélise catalitica. Behm
(1997) afirma que a enzima TPP isolada de diferentes classes de nematédeos
possui uma afinidade elevada ao substrato T6P e hidrolisa-o muito rapidamente,
gerando trealose livre.

Vandercammen e colaboradores (1989), ao estudarem a enzima isolada do
extrato celular de S. cerevisiae, relatam que a atividade desta enzima foi medida
pela quantidade de trealose formada a partir da degradag¢do do substrato T6P. Os
autores afirmam ainda que a enzima pode ser separada de outros grupos de

fosfatase devido a sua especificidade ao substrato.

6.6.4 Teste de inibicao para TPP recombinante

O teste de inibicao foi realizado na tentativa de ser encontrado algum inibidor
quimico organico ou inorganico. A figura 36 mostra o resultado do teste com
inibidores quimicos que apresentaram inibicao da atividade da TPP recombinante
nas concentracées de 5 mM e 25 mM.
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E Ca(NO;),
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Figura 36: Resultado do teste de inibidores quimicos para TPP recombinante.
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Como pode ser notado na figura 36, todos os compostos quimicos utilizados
inibiram a atividade de TPP na concentracdo de 25 mM, enquanto que na
concentragdo de 5 mM somente dois destes inibiram significativamente a atividade
de TPP: CaCl, e Ca(NO;),. Os dados referentes a inibicao que estdo representados

na figura 36 foram submetidos a andlise de varidncia de dois fatores (two-way
ANOVA) com correcao de Bonferroni, a fim de ser verificado o nivel de significancia
de cada inibidor testado em comparacdo com a amostra controle, com intervalo de

confianga (Cl) de 95 %. Os dados estao sumarizados na Tabela 2.

Tabela 2: Detalhnamento da analise de variancia com dois fatores entre a amostra
controle e os inibidores quimicos.

Controle vs EDTA

Concentracao Controle EDTA Diferenca IC 95%
5mM 5,695 3,981 -1,714 -3,717 20,2879
25 mM 5,362 0,064 -5,298 -7,300 a -3,295
Concentracao Diferenca t P valor Resumo
5mM -1,714 2,616 P> 0,05 ns
25 mM -5,298 8,083 P < 0,0001 i
Controle vs NaF
Concentracao Controle NaF Diferenca IC 95%
5 mM 5,695 4,314 -1,381 -3,383 2 0,6213
25 mM 5,362 0,0997 -5,262 -7,264 a -3,260
Concentracao Diferenca t P valor Resumo
5mM -1,381 2,107 P> 0,05 ns
25 mM -5,262 8,029 P < 0,0001
Controle vs CaCl2
Concentracao Controle CaCl: Diferenca IC 95%
5mM 5,695 2,409 -3,286 -5,288 a -1,283
25 mM 5,362 1,671 -3,69 -5,693 a -1,688
Concentracao Diferenga t P valor Resumo
5 mM -3,286 5,013 P < 0,001
25 mM -3,69 5,631 P < 0,001 e
Controle vs Ca(NO3):
Concentracao Controle Ca(NO3)2 Diferenca IC 95%
5 mM 5,695 3,421 -2,274 -4,276 a -0,2716
25 mM 5,362 0,3854 -4,976 -6,978 a -2,974
Concentracao Diferenca t P valor Resumo
5mM -2,274 3,469 P <0,05 *
25 mM -4,976 7,593 P < 0,0001

Corregao de Bonferroni (post hoc) de comparagdes multiplas.

IC 95 %: Intervalo de confianca de 95 %.

t — teste de média para amostras pareadas.

P valor: (<0,05 = <5 %; >0,05 = >5 %; <0,001 = <0,1 %; <0,0001 = <0,01 %) com nivel de
significancia de 5 %. Resumo: */ ***/ **** = significativo para inibi¢gdo; ns = nao significativo.
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Pelos resultados apresentados na tabela 2, todos os inibidores quimicos
testados na concentracdo de 25 mM apresentaram significancia (p value <0,001;
<0,0001) no teste de inibicdo contra a amostra controle, mostrando que estes
compostos quimicos foram efetivos em inibir a atividade enziméatica da TPP
recombinante na referida concentragéo.

Entretanto, quando sao analisados os dados referentes a concentracado de 5
mM, observa-se pelo resultado da tabela 2, que apenas dois compostos [CaCl, e

Ca(NQOy),; p value <0,001 e <0,05, respectivamente] foram efetivos na inibigdo da

TPP recombinante.
Pelos resultados da analise de variancia de dois fatores (ANOVA), evidencia-

se gue 0s compostos contendo o cation divalente Ca™ sdo mais efetivos em inibir a

enzima TPP porque este ion compete com o ion Mgz+ pelo sitio ativo da enzima,
particularmente pelo grupo fosfato do substrato presente no sitio ativo, o que
caracteriza uma inibi¢cdo do tipo competitiva.

Contudo, o CaCl, em relagcdo ao Ca(NO;), foi mais eficiente na inibicdo da

atividade de TPP, o que se deve, muito provavelmente, ao tamanho da molécula de
cada composto, pois o0 ion CI" possui um tamanho menor em relagédo ao NO3; o0 que
facilita, sobremaneira, a ligagdo do ion Ca®** do primeiro composto ao grupo fosfato

do sitio ativo.

Além disso, CaCl, € muito relatado e comprovadamente apontado na

literatura por seu efeito inibidor contra fosfatases (MAMEDOV et al., 2001; KIM et al.,
2004; PEERAER et al., 2004), ao contrario de Ca(NO;), que n&do possui registro de

ter efeito inibitério sobre a TPP. Neste trabalho, a inibicdo por este composto na

concentracdo de 5 mM foi muito baixa (p = <0,05), comparada com CaCl, que
obteve uma maior inibicdo (p = <0,001).

O efeito inibitério do Ca®* sobre as fosfatases é muito relatado na literatura.
Petruzziello (2009) descreve que ao se adicionar Ca®* ao meio, a atividade da
enzima TPP de H. seropedicae diminuiu conforme a concentragdo de Ca**

aumentou. Neste caso, o Ca®* estaria gradativamente substituindo o Mg®* no sitio
ativo, inibindo, assim, a atividade da TPP ao diminuir sua afinidade pelo substrato.

Outras enzimas como a fosfoglicolato fosfatase também apresentam este efeito de
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inibicdo pelo Cca*, sugerindo que o ion age como um inibidor competitivo em relacao
ao Mg® para a ligagdo do substrato ao sitio ativo (MAMEDOV et al., 2001; KIM et
al., 2004).

Segundo Peeraer e colaboradores (2004) quando o Mg®* é substituido por
Ca® no sitio ativo ocorre um aumento na distancia entre os residuos que se ligam
ao metal, com distancias de 2,1 A para Mg®* e 2,4 A para Ca®*. Por exemplo, no sitio
ativo da enzima fosfosserina fosfatase humana o ion Ca** liga-se tanto aos atomos
de oxigénio quanto ao residuo Asp20, desse modo, prevenindo-o de fazer um
ataque nucleofilico no atomo de fésforo do substrato. Além disso, o Ca** provoca no
sitio ativo distancias maiores entre os ligantes quando comparado com o fon Mg®*.
Como consequéncia, a carga positiva parcial no atomo de fésforo da fosfosserina
fosfatase é menor se o Ca®* ocupa a posicdo no sitio ativo. Desta maneira, o Ca**
dificulta ainda mais o ataque nucleofilico do residuo de Asp20 no substrato.

Conforme conclui Peeraer e colaboradores (2004), o ion Mg2+ no sitio ativo da
fosfosserina fosfatase humana é essencial para a atividade enzimatica normal, isto
€, este ion promove o ataque nucleofilico do residuo de Asp20 com a consequente
retirada do atomo de fésforo do substrato. Além disso, o cation divalente é essencial
para a orientacao correta do residuo Asp20 que esta voltado para o substrato. O ion
Ca®", contudo, torna o Asp20 um ligante bidentado e, desse modo, inibe o ataque
nucleofilico deste residuo catalitico. Além do mais, parece que o sitio de ligacado do
Mg2+ na fosfosserina fosfatase esta fracamente protegido contra a ligacdo de outros
cations divalentes, como o Ca*, que desempenha propriedades inibidoras mesmo
na presenca de Mg®". Portanto, é provavel que a fosfosserina fosfatase, enzima
membro da familia HAD, tenha escolhido o Mgz+ como um cofator durante a
evolugdo baseado, principalmente, na abundancia natural de Mg®* em células vivas.

Por outro lado, o fato de EDTA e NaF terem inibido apenas na concentracéao
de 25 mM deve-se, provavelmente, as razdes discutidas quanto ao seu papel na
inibicdo de TPP e outras enzimas da classe das fosfatases. Estes dois compostos
sao considerados, conforme a literatura, inibidores ndo competitivos, sendo que a
sua inibicao é do tipo reversivel, isto €, a enzima pode voltar a apresentar atividade

se a concentragdo desses compostos for diminuida, ou se a concentracdo do
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substrato, da enzima ou do cofator for aumentada, dado este que é suportado
segundo os trabalhos realizados por Friedman (1966) e Murdoch (1971).

A acao do EDTA como agente inibidor também é relatada na literatura quando
foi testada a enzima TPP da bactéria M. smegmatis (MATULA et al., 1971) e do
protozoario B. malayi (KUSHWAHA et al., 2011). A inibicdo por esse composto
organico € demonstrada por se tratar de um agente quelante que forma complexos
muito estaveis com diversos ions metalicos, dentre estes o Mg+, cofator da enzima,
em valores de pH acima de 7 (HOLLEMAN e WIBERG, 2001). Assim, o EDTA com
esta caracteristica pode tornar a enzima nao-funcional.

Segundo Murdoch (1971) ao estudar as propriedades cinéticas da fosfatase
alcalina do endométrio de ovelha, foi observado o efeito da concentragcdo do EDTA
na inibicdo. O EDTA em uma concentragido de 10° M foi inefetivo na atividade
enzimatica. Todavia, nenhum efeito estimulante do composto foi encontrado em
qualquer concentragdo usada, € em concentragées maiores, entre 10* e 10" M, o
EDTA inibiu grandemente a atividade. O efeito protetor do substrato contra a inibicao
por EDTA da fosfatase alcalina isolada do endométrio de ovelhas € semelhante
aquele descrito para a fosfatase de placentas humanas (HARKNESS, 1968) e indica
que o substrato e o EDTA competem pelo sitio ativo contendo o ion Mg®* nestas
enzimas.

A inibicdo da atividade de fosfatase alcalina por EDTA e sua estimulagao por
Mg®* sugere que a fosfatase alcalina extraida do endométrio de ovelha é uma
metaloenzima com o fon Mg® sendo considerado um componente funcional.
Todavia, Agus e colaboradores (1966) afirmam que o EDTA pode remover o Mg2+
das metaloenzimas, porém a rapida recuperacdo da fosfatase, quando em alta
concentracdo de Mg?*, sugere que um complexo metal-EDTA é formado na enzima,
mas este composto nao foi capaz de dissociar o metal da enzima. No trabalho de
Rao e colaboradores (2006) quando a enzima TPP de T. acidophilum foi tratada com
EDTA, esta perdeu sua atividade, sugerindo que ela é uma enzima dependente de
Mg®".

De outro modo, o NaF tem efeito inibitério porque este composto inorganico
age como um inibidor ndo competitivo da fosfatase (MATULA et al., 1971). A
concentracdo de 25 mM relatada neste trabalho para o NaF, que tornou a TPP

recombinante inativa, também foi verificada no estudo realizado por Friedman (1966)
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quando este composto inibiu em 70 % a atividade da enzima TPP produzida por P.
regina.

Os sais de fluoreto sdo comumente usados em ensaios biolégicos para inibir
a atividade de fosfatases, tais como serina/treonina fosfatases (NAKAlI e THOMAS,
1974). O fluoreto mimetiza o ion hidroxido nucleofilico no sitio ativo destas enzimas
(SCHENK et al., 2008). Alguns compostos contendo fluoreto, como fluoreto de
berilio e fluoreto de aluminio, também sdo usados como inibidores de fosfatases,
uma vez que estes compostos podem ser moléculas miméticas do grupo fosfato e
podem assumir papéis de analogos no estado de transicdo da reacdo (CHO et al.,
2001; WANG et al., 2002).

Segundo Wang e colaboradores (2002) a estrutura da fosfatase em complexo
com o fluoreto fornece um intermediario que mimetiza o grupo fosfato ligado ao
residuo de aspartato. Os ions fluoreto, essencialmente, sobrepbéem-se aos trés
atomos de oxigénio do grupo fosfato. Eles também formam o mesmo conjunto de
ligacdes de hidrogénio com residuos do sitio ativo.

O fluoreto é também um inibidor ndo competitivo de fosfatases acidas sendo
que sua atividade inibitoria € altamente reversivel (NAGDAS e BHATTACHARYYA,
1984; WANG et al., 1995; TSO e CHEN, 1997). Entretanto, seu efeito inibitério pode
ser parcial ou o nivel de inibicdo variar de acordo com a fonte de origem da enzima
(MOORE et al., 1987) ou, ainda, variar de uma enzima para outra (ARNOLD et al.,
1987). Contudo, em algumas fosfatases o fluoreto pode nao apresentar inibicao
(KLUTTS et al., 2003; KUSHWAHA et al., 2011).

Portanto, embora a enzima TPP recombinante tenha cauda de histidina (his®-
tag), o fato dos resultados da cinética e influéncia do pH e temperatura terem sido
compativeis com os resultados da literatura, indica que essa pequena sequéncia de
histidinas adicionada na posigdo C-terminal ndo deve estar interferindo no centro
ativo da enzima e, desta forma, podem dar-se continuidade aos trabalhos com esta

enzima recombinante.
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7. CONCLUSOES

Os dados obtidos neste trabalho permitiram chegar as seguintes conclusoes:

e O sistema de expressdao em P. pastoris utilizando o vetor pPIC9, sob o
controle do promotor AOX1, revelou ser um sistema eficiente para a producao
de TPP devido a sua capacidade de secretar altos niveis da proteina.

e Com base nas andlises de bioinformatica da sequéncia polipeptidica da TPP,
sua massa teorica como proteina ndo glicosilada seria de 29,3 kDa. No
entanto, o perfil eletroforético em gel SDS-PAGE revelou que a enzima TPP
recombinante expressa por P. pastoris tem massa molecular de ~36 kDa.
Esse fato deve-se, possivelmente, por ter-se obtido a forma glicosilada da
enzima TPP, tendo em vista a existéncia de trés sitios potenciais de
glicosilagéo na sequéncia de aminoacidos;

e A expressédo de TPP recombinante em P. pastoris foi confirmada através da
reacao de imunodeteccao, a qual apontou que o periodo de 72 h de indugéao
foi eficiente para a produgéo da TPP recombinante;

e Ficou demonstrado que a enzima recombinante mostrou atividade maxima em
pH alcalino (pH 8,0) e temperatura étima (38 °C) muito proxima da
temperatura fisioldgica;

e O valor de Kj,de 3,19 + 0,10 mM indicou que a enzima purificada possui alta

afinidade ao seu substrato;
e A enzima recombinante foi inibida por EDTA e NaF, sendo considerados

inibidores ndo competitivos, e por CaCl, e Ca(NO;),, os quais foram

considerados inibidores competitivos.
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8. PERSPECTIVAS

Os resultados deste trabalho abrem as seguintes perspectivas:

% Fazer modelagem molecular comparativa da enzima com a estrutura
tridimensional da TPP de Thermoplasma acidophilum (PDB: 1U02);

s Determinacdo da massa molar da enzima por espectrometria de

massas;

% Prospeccado de inibidores naturais efetivos a partir de extratos de

plantas amazénicas por:

i. Ressonancia plasmoénica de superficie (SPR);
ii. Screening virtual por docking molecular;

iii. Ensaios diretos de inibicdo da enzima.
% Silenciamento do gene TPP por RNA;;

% Planejamento e desenvolvimento de um inseticida eficaz para o

controle populacional do mosquito vetor.
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10. APENDICES
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10.A - MEIOS DE CULTIVO

10.A.1 Meios de cultivo bacteriano

Meio LB (Luria Bertani): cultivo da cepa de E. coli TOP 10.

Peptona......cccooveviiinn, 10 g/L
Extrato de levedura............... 5¢g/L
NaCl....ciieeei 59g/L
AQar....ooiiiiiiieeee 15 g/L

Os meios foram autoclavados a 120°C por 15 minutos. A seguir adicionava-se
0 agente antimicrobiano apropriado: ampicilina, na concentragéo final de 100 ug/mL,

quando necessario.

10.A.2 MEIOS DE CULTIVO DE LEVEDURAS P. pastoris

Meio YPD (Yeast Extract Peptone Dextrose Medium): manutencao da linhagem
P. pastoris GS115.

Extrato de levedura.................... 10 g/L
Peptona......ccccoooiiiiieiiiiiiiee. 20 g/L
GliICOSE...eeiiii i 2%

AQAr.. . 20 g/L

Este meio foi esterilizado por autoclavagem e as solugbes de glicose
previamente filtrada e ampicilina na concentracdo de 100 ug/mL foram adicionadas

posteriormente.
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MD (Minimal Dextrose Medium) - meio minimo com glicose e sem histidina

para selecao de células transformantes de P. pastoris.

YNB..oooiiiiiiiiis 1,34 %
Biotina 500 X.....cocvvvveeeeeeennn. 1%
(€] [Telo 1] - T 2%
AQAr. .. 20 g/L

O volume da mistura foi completado com agua ou agar estéril, para meio

liquido ou sélido, respectivamente e adicionados 100 ug/mL de ampicilina.

MM (Minimal Methanol Medium) - meio minimo com metanol sem histidina para

selecao de clones com fenétipos Muts.

YNB..oooiiiiiiiis 1,34 %
Biotina 500 X.....ovvvviviiiiiiiiiiinnnnnn. 1%
Metanol PA ... 0,5 %
AQar.. ..o 20 g/L

A mistura foi completada para o volume final com agua ou agar estéril, para
meio liquido ou sélido, respectivamente e recebeu ampicilina na concentragcédo 100
pg/mL.

BMGY-U (Buffered Glycerol Complex Medium) - meio complexo tamponado,
com glicerol para o aumento de massa celular de P. pastoris.

Extrato de levedura.............ccccc...... 10 g/L
Peptona.....veiiiiiis 20 g/L
Tampéao fosfato pH 6,0................... 100 mM
YNB.oooeieeeeee e 1,34 %
Biotina 500 X...ovvvvviiviiiiiiiiieeeeeeeeen, 1%

Glicerol...ooeeeeeeeeeeeeeee 1%
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O volume da mistura foi completado com agua ou agar estéril, para meio

liquido ou sélido, respectivamente com adicao de 100 ug/mL de ampicilina.

BMMY-U (Buffered Methanol Complex Medium) - meio complexo tamponado,
com metanol para inducao da expressao da proteina heteréloga

Extrato de levedura........................ 10 g/L
Peptona.....oveiiiiiiis 20 g/L
Tampao fosfato pH 6,0................... 100 mM
YNB.oooeeee e 1,34 %
Biotina 500 X....ovvvviiviiiiiiiiiiiiieeeee, 1%
Metanol PA........ccoooieeeeeie, 0,5 %

A mistura foi completada com agua ou agar estéril, para meio liquido ou
solido, respectivamente com adi¢do de 100 ug/mL de ampicilina.

As solugdes utilizadas na preparacdo de meios de culturas e todas outras
suspensoes ou solugdes utilizadas ao longo dos experimentos foram esterilizadas

por autoclavagem ou filtracéo.

10.A.3 SOLUCOES ESTOQUES PARA PREPARO DE MEIO DE CULTIVO PARA

P. pastoris

10X YNB
Yeast Nitrogen Base........................ 3,4 %
Sulfato de amonio..........c.eeeeeeeeennnen. 10 %

Dissolver 3,4 g de YNB em 90 mL de agua destilada. Adicionar 10 g de

(NH,),SO, e esperar dissolver. Esterilizar por filtragio. A solucéo foi estocada a 4°C.
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500X Biotina (0,02 %)

Para o preparo desta solugdo, 20 mg de biotina foi dissolvida em 100 mL de agua
destilada. A solucao foi esterilizada por filiragéo e estocada a 4 °C.

100X Histidina (0,4 %)

A solucéo foi preparada utilizando 400 mg de L-histidina foram dissolvidas em 100
mL de agua destilada. Esta solucdo pode ser aquecida até 50°C para facilitar a
dissolucdo. Em seguida foi esterilizada por filtracao e estocada a 4 °C.

10X Glicerol (10 %)

Glicerol no volume de 5 mL de glicerol foi misturado a 900 mL de agua e esterilizado

em autoclave a 120°C por 20 minutos.

10X Glicose (20%)

Vinte gramas (20 g) de glicose foram dissolvidos em 100 mL de agua destilada e

esterilizado em autoclave a 120 °C por 20 minutos.

Tampao fosfato 1M, pH 6,0 (500mL)

A quantidade de 87,09 g de K,HPO,(fosfato de potassio dibasico) foi combinada
com 68,05 g de KH,PO, (fosfato de potassio monobasico). O pH teve de ser
confirmado e ajustado com H,PO, (acido fosforico) 4 M. Foi esterilizado em

autoclave a 120°C por 20 minutos.



