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RESUMO

A malaria € uma doenca de grande importancia epidemiolégica em termos de
morbidade e mortalidade no mundo. O indice de resisténcia as drogas
antimalaricas vem aumentando gradativamente ao longo das ultimas décadas. A
descricdo de vias metabdlicas exclusivas de Plasmodium estd abrindo
perspectivas para desenvolvimento de novas drogas contra alvos moleculares
bem definidos. A via do chiquimato é uma dessas vias metabdlicas, e nesta esta
presente a enzima corismato sintase (CS) que catalisa a transformacao de 5-
enolpiruvil chiquimato 3-fosfato em corismato, Ultimo precursor comum na
biossintese de compostos aromaticos, presentes em bactérias, fungos, plantas,
protozodrios apicomplexa e ausente em mamiferos. A sintese e otimizagdo do
gene da proteina (PfCS) foi necessaria para expressdao em sistema procarioto. O
produto génico liofilizado foi inserido em vetor de clonagem PUC57 e vetor de
expressdo pGS2la. O plasmideo foi transformado em células competentes TOP
10 F’, em seguida realizou-se miniprep e confirmagcdo com enzimas de restricao
Ncol e Sall. A retransformacgéo foi realizada em células competentes BL 21 DE3
pLys e a inducdo foi com IPTG. A expresséo foi confirmada por gel de SDS-
PAGE. A etapa de purificacéo foi realizada com Kit Qiagen 6x Histidina em coluna
de Ni-NTA. A expresséo foi obtida na forma de proteina recombinante de fuséo
com histidina, assumindo a forma de corpusculos de inclusdo, que foram
desnaturadas com uréia 8M. Apos purificagdo por coluna de afinidade obtivemos
um nivel aceitavel de pureza. Estamos trabalhando para expressar essa proteina
na forma sollvel e também em protocolos de renovelamento. Estudos in vitro
englobando teste da atividade e inibicdo enzimatica utilizando extratos vegetais
encontrados na regido Amazonica poderdo identificar novos potenciais de

farmacos para o tratamento da malaria, inicialmente P. falciparum.

Palavras chaves: 1. Biologia molecular. 2 Bioinformatica. 3 Sintese génica. 4
Expressao de proteinas. 5 Procariotos.
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ABSTRACT

Malaria is a disease of great epidemic importance morbidity and mortality wise
worldwide. The resistance rate to the drugs anti-malaria has been increasing
gradually along the last decades. The description of exclusive metabolic ways of
Plasmodium is opening perspectives for development of new drugs against very
well defined molecular objectives. The pathway of the shikimate is one of those
metabolic ways, and in this it is present the enzyme chorismate synthase (CS) that
catalyzes the transformation of 5-enolpiruvil shikimate 3-phosphate in chorismate,
last common precursor in the biosynthesis of aromatic compositions, presents in
bacteria, fungus, plants, protozoa apicomplexan and absentee in mammals. The
synthesis and optimization of the gene of the protein chorismate synthase of P.
falciparum (PfCS) was necessary for expression in system prokaryote. The gene
product was inserted in cloning vector PUC57 and vector of expression pGS21a,
respectively. The plasmideo was transformed into competent cells TOP10F', soon
afterwards it was performed miniprep and confirmation with restriction enzymes
Ncol and Sall. The retransformation was accomplished in competent cells BL 21
(DE3) pLys, the induction was with IPTG and the expression was confirmed by gel
of SDS-PAGE. The purification stage was accomplished with Kit Qiagen 6x
Histidine in nickel column Ni-NTA. The expression was obtained in the form of
protein coalition recombining with histidine, assuming the form of inclusion
corpuscles, which were denatured with 8M urea. After purification for likeness
column we obtained an acceptable level of purity. We are working to express that
protein in the soluble form and also in reorganization protocols. Studies in vitro
including test of the activity and enzymatic inhibition using vegetable extracts
found in the Amazonian area can identify new potentials medicines for the

treatment of malaria, initially P. falciparum.

key words: 1 Molecular biology. 2 Bioinformatics. 3 Genetic synthesis. 4
Expressions of proteins. 5 Prokaryotic.
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1.0 - INTRODUCAO

1.1 - Distribuicado Geogréfica e Incidéncia da Malaria no Mundo.

A malaria € uma doenca conhecida pela sua elevada morbidade e
mortalidade, acarretando consigo problemas socio-econémicos, prejudicando
diretamente de forma visivel o desenvolvimento dos paises afetados (CRAVO &
ROSARIO, 2003).

Considerada pela Organizacdo Mundial da Saude - OMS a principal
doenca infecciosa causada por protozoario que acomete a humanidade ha
séculos. Os parasitas estdo presentes em todos os trépicos sendo endémico no
Sul da Africa, Sudeste da Asia, Oceania e nas Américas Central e do Sul (OMS,
2005).

Em 2006, os casos de malaria no mundo foram estimados em 247 milhdes,
causando quase um milhdo de mortes na sua maioria criangcas menores de cinco
anos. A malaria mata anualmente duas vezes mais do que a Sindrome da
Imunodeficiéncia Adquirida - AIDS e muito mais do que qualquer outra doenca
infecciosa (OMS, 2006).

Estimativa da OMS em 2008 relata que em 2006, 3,3 bilhdes de pessoas
corriam o risco de contrair a doencga. Deste total, 2,1 bilhdes tinham um baixo
risco, ou seja, menos de 1/1.000 habitantes, 1,2 bilhdes de pessoas correm alto
risco de contrair malaria, ou seja, mais que 1/1.000 habitantes, destes habitantes,
49% vivem em regides da Africa e 37% no Sudeste da Asia; dos 212 milhées de
casos que ocorreram no continente africano 80% ocorreram em 13 paises, entre
0s paises mais endémicos estdo a Nigéria, Republica Democratica do Congo,
Etibpia, Tanzania e Quénia. Entre os casos ocorridos fora do continente africano
80% foram na india, Sud&o, Mianmar, Indonésia, Nova Guiné e Paquistéo Figura
01 (OMS, 2008). Em 2008 havia 109 paises endémicos, 45 no continente Africano
em areas de atuacdo da Organizacdo Mundial da Saude (OMS, 2008).

Conforme Relatério Mundial da Malaria de 2009, Dez paises estdo
implementando programas nacionais de eliminacdo da maléaria, sendo que seis
entraram em fase de eliminacao, oito paises estdo no estagio de pré-eliminacdo e
nove paises conseguiram interromper a transmissdo e estdo na fase de

prevencao da reintroducéo da malaria (OMS, 2009).



Figura 01. Incidéncia Estimada da Malaria no Mundo por 1.000 habitantes em 2006. OMS (2008).

A malaria é causada por protozoarios do género Plasmodium. Sendo
conhecidas quatro espécies que acometem o homem: Plasmodium malariae - Pm
Laveran (1881), Plasmodium falciparum - Pf Welch (1897), Plasmodium vivax -
Pv Grassi & Feletti (1890) e Plasmodium ovale - Po Stephens (1922). O P. ovale
ocorre apenas na Africa e raramente no Pacifico Ocidental. Os protozoarios
compartilham dos mesmos sintomas (CAMARGO, 1999).

O P. vivax e P. falciparum sédo os parasitas da malaria que apresentam
maior distribuicdo geogréfica. Nas regifes tropicais o P. falciparum tem alta
prevaléncia sendo responsavel pelo surgimento de casos graves da doenca,
podendo ser fatal Figura 02. No continente africano predomina o P. falciparum, na
Ameérica Central, América do Sul, regido Sul e Central da Asia, o P. vivax é
predominante (CARTER & MENDIS, 2002; SNOUNOU, 2005) Tabela 01.

No contexto mundial, entre os vetores mais importantes, se acham os
grupos A. maculipennis (Europa), culicifacies (India), minimus (China e Filipinas),
gambiae e funestus na Africa. No Neotropico, A. albimanus (México), A.
nufieztovari (Venezuela e Colombia), A. darlingi e A. aquasalis (Brasil), sdo bem

conhecidas como vetores de plasmodios malaricos (REBELO et al., 1997).



Tabela 01- Distribuicdo das espécies de parasitas da malaria humana no mundo (%). Fonte:
Adaptado de Carter e Mendis (2002).

Regido/Espécie P. falciparum P.vivax P.malariae P.ovale
Africa Central/Oeste 88,2 1,2 2,2 8,4
Africa Sul e Leste 78,8 9,8 3,0 8,4
Asia total 4,2 95,6 00 0,2
Asia Sul e central 19,8 80,2 00 00
Asia Sudeste 51,4 46,6 0,9 00
Pacifico Oeste 43,0 56,1 0,9 00
Ameérica Central/Caribe 12,9 87,1 00 00
América do sul 29,2 70,6 0,2 00

Figura 02: Percentagem de casos da malaria causada pelo P. falciparum no mundo em 2006.
Fonte: OMS, 2008.



1. 2- Incidéncia da Malaria no Brasil.

No Brasil mais de 60% do territorio é favoravel a transmissdo da malaria,
isto ocorre em decorréncia da ocupacéo desordenada da Amazonia brasileira e se
constitui em um dos principais problemas de salde na regido. Na Amazonia
brasileira existem fatores favoraveis a transmissdo da doenca como temperatura,
umidade, altitude, cobertura vegetal adequada a proliferacdo do mosquito vetor,
condi¢gbes habitacionais e de trabalho facilitadoras ao contato do vetor com 0s
seres humanos (CAMARGO, 1999; SILVEIRA & REZENDE, 2001).

Aproximadamente 95% dos casos no pais ocorrem na Amazonia Legal. O
namero de casos registrados no Brasil nos ultimos anos teve uma variacao
significativa, em 1999 foram 610.000, reduzindo para aproximadamente 250.000
em 2002 e recrudescendo a partir de 2003 quando foram registrados
aproximadamente 400.000 casos Figura 03. Nao obstante, dentre estes casos
99% sé&o decorrentes da regidao amazoénica (MS, 2005; COURA et al., 2006 ). Em
2005, dos 603.127 casos registrados na regido amazodnica 77,2% se concentram
nos estados do Amazonas, Para e Rondbnia (MS, 2008).

700.000
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400.000
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200.000

100.000 f
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1.999 2000 2.001 2002 2003 2004 2005 2006 2.007
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Figura 03: Variagdo no nimero de casos da maléria na Amazénia Legal, periodo de 1999 a 2007.
(Fonte: Sismal e Sivep - Malaria/SVS/MS, 2008).

Dados da Secretaria de Vigilancia em Saude - SVS do Ministério da Saude
- MS revelam queda expressiva dos casos da malaria na regido Amazbnica
brasileira, entre janeiro e setembro de 2008 foram notificados 241.420 casos da
doenca, em 2007 no mesmo periodo foram registrados 362.518 casos, isto
equivalente a uma reducéo de 33,4%. Nesse periodo, o Sistema de Informacgbes
da Vigilancia Epidemiolégica - SIVEP e os Planos Nacionais de Controle a Malaria

- PNCM registraram uma diminuicdo de 50,3% dos casos de infec¢cao por P.



falciparum, responsavel pela forma mais grave da doenca. Foram 74.808 casos
em 2007 e 37.200 em 2008 (MS/SVS, 2008).

A maléaria no Brasil em condicfes naturais é transmitida por fémeas de
mosquitos do género Anopheles. O principal transmissor na regido amazonica € o
Anopheles darlingi que tem como criadouro grandes colecdes de agua. A
transmissdo é mais comum no interior das habitacbes em areas rurais e semi-
rurais, mas pode ocorrer em areas urbanas, principalmente na periferia. (DEANE,
1989; MS/SVS, 2005; SANTOS et al., 2005; POVOA et al., 2006).

No Brasil a doenca € causada por P. falciparum, P. vivax e mais raramente
por P. malariae. O P. vivax é responsavel pelo maior nUmero de casos, enquanto
o P. falciparum é responsavel por menor nimero de casos, porém, maior nimero
de casos graves e mortes (MS, 2008).

A regido também registrou o maior numero de internacdes em decorréncia
da doenca, 44.543 em 2006 e 35.403 em 2007. Atualmente, cerca de 43.280
agentes de saude atuam na Amazonia Legal (MS/SVS, 2008).

O grau de risco de contrair a malaria no Brasil é classificado de acordo com
a Incidéncia Parasitaria Anual — IPA, na Amazobnia Legal onde a doenca é
endémica, e o risco de adoecer por malaria € considerado médio com 18,6 casos
por 1.000 habitantes (MS Sivep - Malaria/SVS, 2008).

Risco IPA - Amazdnia Legal

[ ]5em transmissao
[ Baixo risco (n=318)
I Médio risco (n=81)
Il Alto risco (n=82)

Figura 04: Mapa de risco de infeccdo da malaria na Amazonia Legal em 2007. indice: baixo risco
IPA < 10; médio risco IPA 10-49; alto risco IPA = 50. Fonte: (MS/SVS, 2008).

A ascensdo da transmissdo na Amazbnia Legal brasileira ocorreu
principalmente pelos incentivos a colonizagdo que modificaram profundamente a

regido criando um ambiente propicio a disseminacao da doenca, como a abertura
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de rodovias que facilitaram o acesso a regido, a ocupacao da floresta por projetos
agropecuarios, mineragdo e construcdo de usinas hidrelétricas nos rios
amazonicos (McGREEVY et al, 1989; MARQUES & GUTIERREZ 1994;
FUNASA/MS, 1999a; FUNASA/MS, 1999b) com consequéncia inclusive para
povos indigenas da regido (PITHAN, 1994) Figura 04.

Segundo dados atuais da SVS todos os estados da Amazobnia Legal
brasileira apresentaram queda significante na incidéncia de casos no periodo de
2006 para 2007. A maior queda foi no estado do Acre (45,4%). Em seguida
destacam-se Rondonia (44,4%), Amapa (43,2%), Roraima (40,8%), Tocantins
(38,8%), Mato Grosso (38,4%), Maranhao (34,4%), Amazonas (32,2%) e Para
(11,8%) (SVS/MS, 2008) figura 05.
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Figura 05: Incidéncia Parasitaria Anual da Malaria (IPA) por unidade de Federacdo da Amazbnia
Legal 2006 e 2007, por 1.000 habitantes. Fonte: Sivep- Malaria/SVS/MS, 2008.

A malaria ndo se distribui geograficamente de forma homogénea,
tampouco os vetores ou cepas circulantes (SILVEIRA & REZENDE, 2001). A
maléria € um problema global, mas com caracteristicas locais. Sendo assim, &
importante conhecer a epidemiologia da doenca em cada lugar para medidas de
prevencdo e controle adequados. As diferencas nos perfis de eficacia e
efetividade dos tratamentos podem ser explicadas pelo contexto epidemiolégico
(SUAREZ-MUTIS et al., 2007). Neste mesmo sentido, Andrade (2003) observou
que situacdes epidemiologicas distintas ddo a malaria uma distribuicdo
heterogénea na Amazoénia, porém, tem sido alvo de estratégias homogéneas de
controle.

Os dados acima evidenciam que o controle ainda n&do alcangou seus
objetivos, existindo ainda desafios que devem ser superados como diagndstico de
malaria assintomatica (ALVES et al., 2005; COURA et al., 2006; RODRIGUES,



2008) e uma melhor forma de repasse de recursos financeiros para 0s municipios
a fim de permitir sustentabilidade e efetividade dos programas voltados ao
controle de doencas negligenciadas, entre estas a malaria (SANTOS et al., 2005).

1.3 - Controle da Maléria.

A longa associacdo entre seres humanos e as quatro espécies de
plasmaodios que infecta o homem é evidenciada pela existéncia da especificidade
de hospedeiros para as inimeras espécies que ocorrem na natureza (ANDRADE,
2005).

Os PNCM adotaram politicas sobre prevencéo e cura recomendadas pela
OMS, mas com variacfes entre paises e regides. A aplicacdo de inseticidas de
acdo residual intradomiciliar e extradomiciliar € geralmente utilizado no caso de
grande transmissdo da malaria, sendo o método padrdo de controle do vetor na
regido européia, e pouco utilizado na Africa, Américas e no Sudeste Asiatico e
muito menos ainda na regiao do Pacifico Ocidental (OMS, 2008).

Outra medida de controle da malaria adotada pela OMS é a cobertura com
mosquiteiros tratados com inseticida e seu uso esta aumentando rapidamente em
alguns paises da Africa e a posse doméstica de mosquiteiros cresceu para 31%
nos paises de elevada morbidade ao final de 2008. Quase 140 milhdes de
mosquiteiros tratados com inseticida de longa duracdo foram entregues aos
paises com elevada morbidade na regido da Africa em 2006—2008 (OMS, 2009).

Relatério da OMS de Junho de 2008, todos os paises e territorios (com
pouca excecdo) adotaram o tratamento multidroga baseado em artemisinina —
ACT isolada a partir da planta Artemisia annua L., (OMS, 2008) figura 06.

Os farmacos antimalaricos expandem-se em um grande numero de
moléculas organicas e sao normalmente distribuidas em trés familias: os amino-
alcoois, que incluem os alcaldides da quina (Cinchona sp.) que temos a quinina
como exemplo classico e todas as aminoquinolinas sintéticas, os derivados
artemisinicos que englobam a artemisinina e seus derivados e os antifolatos ,
onde incluem também os antibiéticos com atividades antimaléricas, como o0s
biguanidas e os sulfonamidas (BERMAN et al., 1991; VALE et al., 2005; ARAUJO,
2008). Alguns exemplos de farmacos antimalaricos as vantagens e desvantagens

de seu uso clinico estdo descritos na tabela 02.



Tabela 02: Farmacos antimalaricos: vantagens e desvantagens de seu uso clinico. (Adaptado de

de Pimentel, et al., 2007).

Composto Vantagens Desvantagens
Cloroquina Rapida atividade esquizonticida; Poucas cepas de P.
atividade gametocitocida para P. falciparum sao ainda

Amodiaquina

Primaquina

Quinina

Mefloquina

Halofantrina

Artemisinina

Tetraciclina

Doxiciclina

Clindamicina

vivax e P. malariae;
antipirética e antiinflamatéria

acao

Rapida atividade esquizonticida;
atividade gametocitocida para P.

vivax e P. malariae; acao
antipirética e antiinflamatoria
Acao profilatica causal, sendo

altamente ativa contra gametécitos
de todas as espécies de plasmaodios
e contra hipnozoitos do P. vivax

Eficaz contra P. falciparum (farmaco
de escolha para a malaria
falciparum em associagdo com
doxiciclina ou tetraciclina)

Potente esquizonticida sanguineo,
altamente ativo contra P.vivax e P.

malariae; eficaz contra 0s
gametécitos de P. vivax

Acdo esquizonticida sanguinea
sobre todas as espécies de
plasmddio

Esquizonticidas sanguineos de acao
rapida

Antimicrobiano de amplo espectro
com acado potente contra as fases
sanguineas e intra-hematicas do P.
falciparum (em combinacdo com
quinina)

Difere das tetraciclinas por ser mais
completamente absorvida, usada no
tratamento da maléria por P.
falciparum

Antimicrobiano de amplo espectro
esquizonticida sanguineo eficiente;
tratamento da maléaria por P.
falciparum

sensiveis a cloroquina

P. falciparum j& é resistente
em todas as areas endémicas
do mundo

Alta  toxidade
prolongado nas fases
assexuadas sanguineas;
contra indicada na gravidez
(hemdlise em fetos) e
menores de 6 anos

em uso

Alta capacidade de se ligar a
proteinas em geral; atravessa
a barreira placentaria e a
hematoencefalica; uso
associado a outros farmacos,

Alta capacidade de ligacdo a
proteinas em geral; meia vida
muito longa (10-40 dias);
potencial para induzir
manifestacoes
neuropsiquiatricas

Nao atua sobre gametdcitos e
hipnozoitos; resisténcia
cruzada com mefloquina; uso

nao recomendado por
gestantes ou lactentes
Neurotoxidade /dose

dependente

Contra indicado na gravidez e
menores de 8 anos, prejudica
a calcificacdo 6ssea no feto,
uso sempre em combinacao
com outro antimalarico

Mesmas contra-indicacfes da
tetraciclina; deve ser sempre
empregada em combinacgdo
com outro agente antimalarico

Mais cara e mais téxica que
doxiciclina e tetraciclina; uso
em combinacdo com outro
agente antimalarico




A casca do quinina foi incluida na farmacopéia de Londres em 1677, com a
designacao de cértex peruano, sendo este o primeiro registro da quimioterapia da
malaria (RANG et al., 1997).

Foi na Il guerra mundial que surgiram 0S maiores avangos no
desenvolvimento de pesquisas de novas substancia ativa no controle da malaria,
a cloroquina foi utilizada como quimioterapico contra a malaria, porém, foi
rapidamente abandonado seu uso devido seus efeitos toxicos (TAYLOR &
WHITE, 2004; VALE et al., 2005).

A quimioterapia da malaria € uma é&rea de investigagdo que envolve
esforcos em escala mundial, a resisténcia aos farmacos surge em todas as
regibes onde se manifesta o Plasmodium, os compostos antimaléricos tém
representado as esperancas e desilusdes de um trabalho dificil e percurso longo
(PIMENTEL et al., 2007).

Nesse contexto, técnicas inovadoras estdo sendo aplicadas na obtencédo
de novas formas farmacéuticas de liberacdo controlada de farmacos capazes de
manter ou ampliar a acdo de agentes promissores utilizados no combate e
controle da malaria (CHEDGZOY et al., 2002; ALVES et al., 2005;; PIMENTEL et
al., 2007). O P. falciparum desenvolveu resisténcia a cloroquina e a 4-
aminoquinolina ha aproximadamente 50 anos e a resisténcia do Plasmodium aos
antimalaricos € considerada o maior problema no controle da malaria (CRAVO &
ROSARIO, 2003).

A resisténcia do Plasmodium aos antimalaricos e as condi¢cdes socio-
econbmicas das populacdes atingidas agrava as dificuldades para a erradicacao
da malaria no mundo (FREITAS et al.,, 2007). Wongsrichanalai et al., (2002)
descreveram alguns farmacos e o periodo até o primeiro caso de resisténcia do

Plasmodium tabela 03.

Tabela 03: Farmacos, introducdo e primeiros casos registrados de resisténcia de P. falciparum
aos antimalaricos mais utilizados (adaptado de Wongsrichanalai et al., 2002).

Farmaco Introduzido Resisténcia Periodo
Quinino 1632 1910 278
Cloroquina 1945 1957 12
Proguanil 1948 1949 1
Sulfadoxina-pirimetamina 1967 1967 0
Mefloquina 1977 1982 5
Atovaquona 1996 1996 0
Artemisinina e derivados 1980 - -




A investigacdo de novos agentes antimalaricos, basea-se em rotas
bioguimicas, enzimas e receptores especificos do parasita. Moléculas como a
dapsona, o proguanil, a pironaridina, a lumefantrina, a artemisinina e seus
derivados, ou 0s novos analogos da cloroquina, estdo atualmente sendo
submetidas a ensaios clinicos e utilizadas no tratamento como antimalaricos
(BIAGINI et al., 2005).

J
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da malaria.
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Figura 06: Controle da Malaria no mundo: paises livres, em fases de controle, pré-eliminacéo,
eliminacgéo, prevencdo e reintroducdo em 2007 (OMS, 2008).

O desenvolvimento da multi-resisténcia aos antimalaricos determina a
urgéncia de novos regimes de tratamento visando o controle da propagacédo da
doenca. A combinacdo de antimalaricos pode ser utilizada no tratamento de
infeccbes de P. falciparum multi-resistentes (PIMENTEL et al., 2007). Alguns
antimaléricos, categoria quimica e seus mecanismos de acdo estdo descritos na
tabela 04.

Deste modo, inibidores especificos e adequados que permitem afetar o
metabolismo normal do parasita em vias metabodlicas especificas estdo sendo
estudados, entre eles a regulacédo de processos metabdlicos essenciais, como a
glicolise, a inibicdo da biossintese da pirimidina, vias de &cidos graxos, via do
chiquimato, entre outros (KAPOR et al., 2004).
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Tabela 04: Classificacdo de antimalaricos de acordo com sua categoria quimica e mecanismo de
acdo (adaptado de FUNASA, 2001), citado por Pimentel et al., 2007).

Composto Categoria quimica Mecanismo de acao

Cloroquina e 4-aminoquinolina Digestao de produtos da

amodiaquina hemoglobina

Primaquina 8-aminoquinolina Inibe a respiragcao mitocondrial

Quinina, mefloquina Quinolinametanais e Digestao de produtos da

e halofantrina fenantrenometanol hemoglobina

Artemisinina e seus Eter de lactona Metabolismo de proteinas do

derivados sesquiterpénica parasito

Tetraciclina e Derivados de Sintese das proteinas do

doxiciclina naftaceno parasito

Clindamicina Lincosaminas Sintese das proteinas do
parasito

Um aspecto importante no que se refere ao tratamento da maléria é a
descoberta de antimalaricos obtidos a partir de produtos naturais da flora
amazobnica. Extratos de inUmeras espécies vegetais tém mostrado atividade anti-
plasmodial em variadas concentracdes contra cepas de P. falciparum resistentes
a cloroquina (ANDRADE-NETO et al., 2004).

Diversos alcaloides e outras moléculas isolados de plantas e organismos
da regido amazbnica ja apresentaram atividade biolégica contra cepas de P.
falciparum e séo alvos de estudo quimioterapico, como exemplo os extratos e 0s
metabolitos secundérios purificados das plantas do género Abuta
(Menispermaceae), Aspidosperma (Apocynaceae), o Bidens (Asteraceae), a
chinchona (Rubiaceae), Erythrina (Fabaceae), Picrolemma (Simaroubaceae), o
gaiteiro (Piperaceae), Pothomorphe (Piperaceae), Remijia (Rubiaceae), Simaba
(Simaroubaceae), Tabebuia (Bignoniaceae), Xylopia (anonaceas), e Zanthoxylum
(Rutaceae), citado por Calderon et al., (2009).

A maléria foi protegida por muitos anos dos perigos da resisténcia devido
as propriedades notaveis da cloroquina, porém, nas ultimas décadas a resisténcia
tem aumentado e ha a necessidade de tratamentos alternativos contra a doenca
(WELLEMS & PLOWE, 2001).

1.4 - Vias Metabodlicas do P. Falciparum.

Nas células as reacdes enzimaticas ndo ocorrem isoladamente, mas sao

organizadas em sequéncias de multiplas etapas denominadas rotas ou vias, nas
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quais o produto de uma reacao serve como substrato da reacdo subsequente. Por
sua vez, diferentes vias se inter-relacionam, formando uma rede integrada e
objetiva de reacdes quimicas, coletivamente denominada metabolismo. Cada via
€ composta de sequéncias multienzimaticas e, cada enzima, pode exibir
importantes caracteristicas cataliticas ou regulatérias (SILVEIRA, 2005).

Através da andlise de biologia celular, molecular e bioquimica foi
compreendido que provavelmente a maioria dos membros do filo apicomplexa, no
qual esta inserido o P. falciparum, abriga uma organela semelhante com um
plastidio, chamada de apicoplasto. Embora o apicoplasto contenha um genoma
circular pequeno a maioria do proteoma desta organela é codificada no genoma
nuclear e as proteinas sdo subsequentemente transportadas para o apicoplasto.
Presume-se que exista um numero de vias metabdlicas Unicas ndo encontradas
em hospedeiros vertebrados, tornando fonte ideal para alvos de drogas
(SEEBER, 2003).

O Filo apicomplexa é altamente divergente, tanto entre as Ordens Coccidia
(Toxoplasma, Eximiria, Babesia, Theileria e Sarcocystis) e Haemosporidia
(Plasmodium), quanto entre varias espécies de um mesmo género. Muitos
organismos apresentam mecanismos moleculares basicos similares, todavia a
divergéncia existente propicia a existéncia/auséncia de vias metabdlicas
especificas (GORNICKI, 2003).

Entre as principais vias metabdlicas do P. falciparum esta a biossintese de
acidos graxos tipo Il, via metil-eritrol fosfato - MEP biossintese de isoprendides,
metabolismo de purinas e a via do chiquimato na qual estd contida a enzima
corismato sintase - CS, proteina alvo deste estudo.

A via biossintese de &cidos graxos tipo Il que esta presente no P.
falciparum possui sete enzimas, entre essas ha trés enzimas acetil-CoA
carboxilase, b-cetoacil-ACP sintase e enoil-ACP redutase, que em uma revisao
realizada por Seeber (2003) sugeriu que acidos graxos e biossintese de lipidios
seja uma funcéo principal do apicoplasto. A enzima enoyl-ACP redutase possui
como inibidor o triclosan, um bisfenol clorado, inibe o crescimento in vitro de P.
falciparum com valor de ICsy de 150-2000 ng mL* (McLEOD et al., 2001) e
oferece protecdo contra estagios sanguineos da malaria sendo alvo de drogas
contra o Plasmodium (SUROLIA & SUROLIA, 2001).
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Consequentemente, a enoil-ACP redutase em P. falciparum é também um
alvo vélido para o desenvolvimento de agentes antimalaricos podendo ser usado
na triagem de novas drogas IPEPATRO/CEPEM/Porto Velho/RO.

O P. falciparum é totalmente dependente da via do MEP do apicoplasto
para a biossintese de terpenos. J& foram determinadas as estruturas
cristalograficas de quatro das sete enzimas da via do MEP, restando por
determinar as estruturas da primeira DOXP sintase e das duas ultimas enzimas
IspG e IspH (TAYLOR et al., 2004).

A via metabdlica de purinas também € composta por sete enzimas e o
estagio sanguineo assexual do P. falciparum necessita de grandes quantidades
de purinas para sintese de RNA e DNA. O P. falciparum ndo apresenta a sintese
de purinas de novo (purina auxotréfica) (REYES et al., 2002, KICSKA et al.,
2002b).

A demanda por bases puricas faz com que o crescimento do Plasmodium
seja sensivel a interrupcdo das vias para o salvamento de purinas, uma enzima
da via de salvamento de purinas ja foi detectada em P. falciparum a fosforilase de
nucleosideos purinicos (PNP), (REYES et al., 2002; SHI et al., 2004).

A hipoxantina € o maior precursor purico para o salvamento de purinas, e
que o crescimento do P. falciparum é reduzido quando cultivado na presenca da
xantina oxidase, a qual esgota tanto o meio como o eritrécito de hipoxantina
(BERMAN et al., 1991). Outro inibidor o immunicilin-H, um analogo do estado de
transicdo que inibe a atividade da PNP, tanto reduz a incorporacéo de iosina em
acidos nucléicos no P. falciparum pela PNP alvo, como mata o P. falciparum
cultivado em eritrocitos humanos (KICSKA et al., 2002a). O 5-metilthio-
immunicilin-H mata culturas da cepa 3D7 de P. falciparum, inibe fortemente a
PNP de P. falciparum, mas ndo a de humanos (KETOLA et al., 1999)

Alem disso, a finalizacdo da sequéncia genémica do P. falciparum por
Gardner et al., (2002) e a disponibilidade dos bancos gendmicos de Plasmodium
(http://www.PlasmoDB.org) Bahl et al., (2002) fornece ferramentas valiosas para o
descobrimento de novos alvos de drogas contra o Plasmodium e neste contexto
esta inserido este trabalho com estudos da Corismato Sintase - CS enzima da via

do chiquimato do P. falciparum.
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1.5- Via Bioquimica do Chiquimato.

A via do chiguimato € um alvo atrativo para o desenvolvimento de
herbicidas e agentes antimicrobianos por serem essencial em algas, plantas
superiores, bactérias, protozoarios apicomplexa, fungos e ausentes em
mamiferos (BENTLEY, 1990; HERMANN & WEAVER, 1999; Fitzpatrick et al.,
2001; COGGINS et al., 2003; McConkey et al., 2004).

O descricédo da via funcional do chiguimato em parasitas apicomplexa, P.
falciparum e Toxoplasma gondii, fornece valiosos alvos para o desenvolvimento
de novos agentes anti-parasita sendo um alvo novo para o desenvolvimento da
quimioterapia antimalarica para a biosintese dos aminoacidos aromaticos
(ROBERTS et al., 1998). A inibicdo do crescimento in vitro de P. falciparum pelo
herbicida glifosato foi revertida pelo tratamento com p-aminobenzoato, (pABA
precursor do folato) sugerindo que a via do chiquimato fornece o precursor do
folato para o crescimento do P. falciparum (McCONKEY, 1999). Foi demonstrado
também que dois analogos do &cido chiquimico, 6-S-fluorchiquimato e 6-R-
fluorchiquimato, inibem o crescimento de P. falciparum e que a inibicdo é
especifica na via do chiquimato (McCONKEY, 1999).

A deteccdo da atividade enziméatica de seis das sete enzimas da via do
chiguimato em extratos brutos de P. falciparum e T. gondii (DIECKMAN & JUNG,
1986; ROBERTS et al., 1998), somente o gene codificando a enzima CS da via do
chiquimato foi identificado no genoma do P. falciparum (FITZPATRICK et al.,
2001). A sequéncia de DNA codificante da CS foi identificada e esta localizada no
citosol do parasita (FITZPATRICK et al., 2001; MACHEROUX, 2003).

A CS de P. falciparum é “monofuncional”, necessitando de fonte externa de
mononucleotideo de flavina reduzido, similar a plantas e bactérias (FITZPATRICK
et al., 2001). Tem se demonstrado que a CS € necessaria para um crescimento
normal, e que a interrupcdo da expressdao por técnica de “RNAI” RNA de
interferéncia diminui significativamente o crescimento do parasita (McCROBERT et
al., 2002).

A via metabdlica do chiquimato liga o metabolismo de carboidratos a
biosintese de compostos aromaticos e a organizagdo molecular das enzimas

altera-se de acordo com os grupos taxonémicos (COGGINS et al., 1987).
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As plantas possuem um arranjo similar as bactérias (BUTLER et al., 1974),
com a excecédo da desidroquinase (terceira enzima) e a chiquimato desidrogenase
(quarta enzima) que estdo presentes como dominios separados em uma cadeia
polipeptidica bifuncional (MOUSDALE et al., 1990).

Em fungos e parasitas do filo Apicomplexa, a via do chiquimato apresenta a
3-deoxi-D-arabino- heptulosonato 7- fosfato sintase (DAHP) e a CS como enzimas
monofuncionais e um polipeptidio pentafuncional chamado AROM, responsavel

pelas cinco reacdes restantes da via do acido chiquimico (DUNCAN et al., 1987)
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A CS é a sétima enzima da via do chiquimato, catalisa a transformacao de
5-enolpiruvilchiquimato 3-fosfato ao corismato que é o ultimo precursor comum na
biosintese de compostos arométicos (BASSO et al., 2005).

A biossintese de aminoacidos aromaticos é essencial e sdo sintetizados
por vegetais e microorganismos. E sintetizada por uma via comum, a via do
chiquimato. A condensacdo da fosfoenolpiruvato (um intermediario da glicélise)
com eritrose 4-fosfato (um intermediario da via pentose fosfato), depois de varias
reacoes forma-se o chiquimato, esse € fosforilado pela ATP e condensa-se com
uma segunda molécula de fosfoenolpiruvato. O produto formado 3-enolpiruvil
perde fosfato gerando o corismato, precursor comum de todos o0s trés
aminoacidos aromaticos fenilalanina, tirosina e triptofano, conforme pode ser
observado na figura 07.

Estudos realizados por Fitzpatrick et al., (2001), relata que a corismato
sintase do P. falciparum - PfCS é encontrado no apicoplasto e que esta localizado
no citosol do parasita, ao contrario do que foi relatado para fungos que possui
uma atividade intrinseca da redutase da flavina (FMN) (isto é bifuncional) no P.
falciparum existe uma caracteristica que o distingue de outros parasita, requer
estritamente FMN para a atividade enzimatica, identificando desse modo que a
PfCS é monofuncional (McROBERT et al., 2002; MACLEAN & SOHAIL, 2003).

A auséncia de introns permite a expressdo direta da CS em um sistema
heter6logo através do ¢gDNA, apesar de estar proximo dos fungos é
bioguimicamente similar a proteina de plantas que ¢é monofuncional
(FITZPATRICK et al., 2001).

Assim, a proteina corismato sintase de P. falciparum - PfCS é um possivel
alvo para o desenvolvimento de drogas. McConkey et al., (2004) sugeriu em seus
estudos a existéncia de uma enzima a EPSPS (5- enolpiruvil chiquimato 3-fosfato
sintase) bifuncional em espécies de Plasmodium, contudo, evidéncias da
atividade biolégica do produto génico ainda aguardam novos estudos.

McRoberts et al., (2005) em experimentos realizados com analogos da
enzima chiquimato (52 enzima via do chiquimato) concluiu que com o0 avango
rapido da resisténcia do Plasmodium em relagdo a drogas usualmente utilizadas
como a pirimetamina e 0 atovaquona , ha uma grande necessidade para o

desenvolvimento de drogas antimaléricas.
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Os inibidores da via do chiguimato podem exibir baixa toxicidade porque
esta via metabdlica € ausente em humanos, evidenciando assim que os inibidores
da via do chiquimato devem ser considerados para a terapia em combinacdo de
antimalaricos.

Para validar a via do chiquimato como potencial inibidor para o P.
falciparum, realizou-se neste estudo a caracterizacdo da PfCS através de
bioinformética, com a obtencédo dos dados foi enfatizado a clonagem, expresséao e
purificacdo do gene otimizado da PfCS, visando obter, a proteina purificada para

posteriores estudos de inibi¢cdo in-vitro e in-vivo.

1.6 — Bioinformatica.

Segundo Arcuri (2008) bioinformatica € um subgrupo do vasto campo da
biologia computacional e pode ser sucintamente descrita como a utilizacdo de
técnicas computacionais para realizar a aquisicdo, analise e armazenamento de
informacdes bioldgicas.

A bioinformatica ja foi utilizada na obtencdo dos modelos estruturais das
enzimas da via de biossintese do chiquimato e também para a simulacdo por
interacdo de inibidores com as respectivas enzimas (DE AZEVEDO et al., 2002;
PEREIRA et al., 2005; ARCURI et al., 2008).

A bioinformatica € essencial na busca para identificacdo de sensiveis
homologos de outras enzimas na via do chiquimato com baixa homologia no
Plasmodium e em outros parasitas apicomplexa relacionados (McConkey et al.,
2004).

Arora et al., (2007) caracterizaram sequéncia de aminoacidos e estrutura
3D da proteina CS do P. falciparum 3D7 (XP_966212), para explicar as funcdes
usando ferramentas da bioinformética.

Neste trabalho, as ferramentas de bioinformatica foram utilizadas
rotineiramente na busca de dados, comparacdo de sequéncias de gDNA,
proteinas, produzir alinhamentos de homologia e otimizac&o do gene da PfCS.
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1.7 - Biologia Sintética.

Termo inicialmente utilizado para descrever uma abordagem da biologia no
contexto da utilizacdo de diferentes areas de pesquisa para uma completa
compreensao da vida, porém, recentemente a expressao tem sido usada para
caracterizar uma nova area da pesquisa que combina biologia e engenharia
genética para descobrir novas fungdes e sistemas bioldgicos.

Em um comentario editorial no jornal Gene, Wactaw Szybalski (Professor
Emérico de Oncologia, da Escola Médica da Universidade de Wisconsin-Madison-

USA) escreveu:

"O trabalho em nucleases de restricdo ndo somente permite-nos construir facilmente
moléculas de DNA recombinante e analisar genes individuais, mas também nos leva para
a nova era da biologia sintética onde ndo somente genes existentes sdo descritos e
analisados, mas também novos arranjos de genes podem ser construidos e avaliados"

7

A biologia sintética € um campo realmente interdisciplinar, envolvendo
quimicos, bibélogos, engenheiros, fisicos ou cientistas da computacdo, tem o
potencial de impactar diversas areas da sociedade. Avancos da biologia sintética,
em particular a sintese calculada de complexos sistemas bioldgicos, tém a
capacidade de mudar a forma de chegarmos a muitas tecnologias-chave e
aplicacdes biotecnologicas, como € o caso neste estudo da otimizacdo e sintese
do gene da proteina corismato sintase de P. falciparum para expressao em
sistema procarioto.

Segundo Garfinkel et al., (2007), um dos alvos principais da biologia
sintética é facilitar e projetar a biologia. Os esfor¢os principais na biologia sintética
sdo feitos para desenvolver uma caixa de ferramentas para criar sistemas
biolégicos sem ter que atravessar uma pesquisa € um processo macicos da
tecnologia e pode finalmente desencadear a capacidade plena da biotecnologia
(GARFINKEL et al., 2007).

Em relacéo a proteinas, a estrutura de dominio funcional independente do
namero de proteinas sugere a possibilidade para recombinacdes especificas que
podem ser explorados reprogramando o DNA especifico do dominio ou vias
obrigatérias da sinalizagcdo (PANKE & HEINEMANN, 2006).
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1.8 — Sintese Génica.

Constitui varias técnicas de andlises moleculares que permitem estudos de
caracterizacdo, expressdo e modificacbes no genoma de organismos, com a
consequente alteracdo das capacidades de cada espécie (CANDEIAS, 1991).

Um gene que contém coédon raramente usado pelo hospedeiro, menos
provavel sera a expressao heteréloga da proteina de interesse (KANE, 1995),
citado por Gustafsson et al., (2004), e que o baixo nivel de expresséo € agravado
se 0s codons raros aparecer na porcao N-terminal da proteina. Uma estratégia
para melhorar a express@o nestes casos € alterar os cédons raros do gene alvo
de modo que tenha homologia mais proxima do gene de interesse, sem modificar
a sequéncia de aminoacido codificados da proteina e a técnica utilizada é a
sintese do gene por completo (NAMBIAR et al., 1984; KINK et al., 1991).

Estudos realizados por Yadava & Ockenhouse (2003) com objetivo de
selecionar um sistema de alto nivel de expresséo para exigir menos manipulacéo
e adquirir & estrutura nativa do gene, os autores determinaram os efeitos da
modificacdo dos cddons na expressdo do P. falciparum, que tem o genoma rico
em A+T, Pichia pastoris e E. coli, constatou-se que é muito dificil a expressdo em
sistemas heter6logos e que a proteina produzida em Pichia, entretanto, era
superior nos termos de seus niveis da expressdo, solubilidade e atividade
bioldgica quando utilizado a otimizac&o do gene.

O uso de genes sintéticos oferece mecanismo importante e podemos ter
maior controle da expressdo heter6logas da proteina. Assim como as
polarizacbes de manipulacdo dos cédons. Os codons iniciadores dos peptideos
podem ser adicionados, os locais removidos, emendados e colocados os locais
de paradas como desejados (GUSTAFSSON et al., 2004).

A degeneracao do codigo genético permite muitas sequéncias alternativas
dos acidos nucléicos de codificar a mesma proteina. As freqiéncias com que o0s
coédons diferentes sao usados variam significativamente entre organismos, entre a
expressao de proteinas de baixo ou alto nivel dentro do mesmo organismo, e as
vezes dentro do mesmo Operon (GOUY & GAUTIER, 1982).
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2.0-OBJETIVOS.

2.1 - Geral

o Expressar e purificar a proteina corismato sintase do P. falciparum em

sistema procarioto.

2.2 — Especificos.
2.2.1 — Primeira Etapa

e Caracterizar por bioinformética o gene da proteina corismato sintase;

¢ Desenhar os oligonucleotideos e amplificar o gene da corismato sintase de
P. falciparum através da técnica PCR;

e Clonar e expressar 0 gene da corismato sintase através de técnicas de

biologia molecular.

2.2.2 - Segunda Etapa

e Otimizar, sintetizar e sequenciar o gene da corismato sintase para sistema
procarioto;

e Clonar o gene sintético da corismato sintase em vetor PUC 57 e pGS21a;

e Transformar o gene recombinante pGS21a/CS em células competentes
BL21 (DE3) pLys;

e Expressar a proteina corismato sintase do P. falciparum em E. coli;

e Purificar e quantificar a proteina corismato sintase.
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3.0 - MATERIAIS E METODOS.

3.1 - Ferramentas de Bioinformatica.

Entre as atividades desenvolvidas neste trabalho o primeiro passo dado foi
a caracterizacdo da PfCS por ferramentas de bioinformatica, utilizou-se
parametros baseados nas caracteristicas particulares da proteina do P.
falciparum, como os dados mostrados na tabela 09 no item 4.1 resultados.

A seqUéncia completa do genoma do P. falciparum esta disponivel
(GARDNER et al., 2002), sendo um fator favoravel para o estudo. A seqiiéncia de
aminoacidos da proteina corismato sintase da cepa 3D7 (CDS) do P. falciparum
foram localizados na base de dados do NCBI - www.ncbi.nlm.nih.gov, nimero do
codigo ID 86171441 ou XM_961119.

A caracterizacdo da CS foi obtida através de buscas em diversos
enderecos eletrdnicos, entre 0s principais destacam-se os descritos na tabela 05

e o0s resultados obtidos séo os apresentados nas tabelas 09 e 10.

Tabela 05: programas e bancos de dados frequientemente utilizados.

Programas utilizados Funcéo Endereco eletrénico
NetPhos 2.0 Fosforilagao www.cbs.dtu.dk
Clustalw 2.0 Alinhamentos www.clustal.org
Optimizer Otimizacéo http://genomes.urv.cat
DictyOGlyc 1.1 Glicozilagao www.cbs.dtu.dk

PrePS Prenilacao http://mendel.imp.ac.at
PI-Compute pl/Mw tool pH http://ca.expasy.org
Webcutter 2.0 Mapeamento http://rna.lundberg.gu.se
PlasmoDB Banco de dados www.nchi.nlm.nih.gov

3.2 - Técnica de Extracdo e Quantificacdo de gDNA.

Na extracdo de gDNA é fundamental manter a integridade das moléculas,
as quais devem permanecer inalteradas durante os procedimentos de extracao,
pois as informagdes contidas no DNA dependem diretamente da sequéncia. No
isolamento e purificacdo de acidos nucléicos, € necessario separar efetivamente
todos os demais constituintes celulares.

Conforme Sambrook et al., ( 2001), o primeiro passo € a ruptura de tecidos

para a liberacdo dos componentes celulares com a lise da membrana celular com
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detergentes como o sodio dodecil sulfato - SDS e &cido etilenodiamino tetra-
acético - EDTA, estes tampfes devem possuir um pH entre 8,0 e 9,0 que é
desfavoravel a acdo de nuclease. Em seguida, remover os residuos celulares e
precipitar as proteinas por centrifugacdo. Este processo é obtido através de um
tratamento com fenol-cloroférmio, esses solventes organicos desnaturam as
proteinas e enzimas, que através de centrifugacdo permanecem na fase aquosa
superior enquanto os acidos nucléicos permanecem na fase organica inferior,
pode-se fazer uso de proteases (proteina K) para facilitar a separacdo do DNA
das proteinas da cromatina.

A eliminacdo do RNA por solubilidade diferencial em sais sob altas
concentracfes de acetato de sédio 7,5 M, onde, sob a presenca de alcodis e sal
forma um efeito precipitante e quando seco pode-se ressuspender o precipitado
em tampdao Tris-EDTA - TE e conservar em temperatura & — 20°C (BERTIOLI et
al., 1995).

Neste trabalho, para a extracdo do gDNA utilizou-se o método Fenol-
Cloroférmio, partindo de um volume de 200 pL com hemacia parasitada de
Plasmodium na forma de trofozoitos a 5% em meio RPMI 1640 (GIBCO®), com
cepa 3D7 de P. falciparum, elevando-se o volume para 1 mL com solucdo PBS 1X
e acrescentando-se 100 pL de saponina 1%; apds hemodlise, centrifugou-se e
desprezou-se o sobrenadante, lavou-se o sedimento por duas vezes com PBS
1X; para desnaturar proteinas e enzimas foi adicionado 100 pyL H,O destilada, 25
puL do tampéo de lise e 2 yL de proteinase K 10mg/mL e deixado a 37°C por
aproximadamente 16 horas; apés adicionou-se 300 uL de H,O destilada,
deixando em repouso por 5 minutos, em seguida adicionou-se 250 puL de fenol e
250 pL de cloroférmio, misturou-se em vortex, e centrifugou-se por 5 minutos,
recuperando-se a fase aquosa ; foi transferido a fase aquosa para um tubo tipo
eppendorf contendo 45 L de acetato de sodio (pH 5,0) 3 M, adicionou-se 800 pL
de etanol absoluto gelado misturando-se por inversdo, colocando a - 20°C por 2
horas; na fase de recuperacdo do gDNA elevou-se o conteido com 800 uL de
etanol 70% gelado, centrifugou-se por 15 minutos a 4°C, apds descartou-se o
sobrenadante, deixou-se os tubos invertidos para secagem do precipitado a
temperatura ambiente - TA, quando seco ressuspendeu-se com 40 pyL de Tris-
EDTA - TE e armazenou-se a - 20°C. (Adaptado de Snounou, 1996).
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3.3 - Reacao em Cadeia da Polimerase - PCR.

Técnica descrita por Kary Mullis em meados da década de 80. Desde a sua
elaboracdo causou uma verdadeira revolugcdo nas pesquisas (BAUER et al.,
1994). Durante a PCR sao utilizadas elevadas temperaturas de forma a separar
as moléculas de DNA em duas cadeias simples, permitindo entdo a ligacdo de
oligonucleotideos iniciadores “primers” (MITCHELL et al., 1997).

Para realizar a PCR foi utilizada uma pequena quantidade do DNA alvo, um
tampdo salino contendo a DNA polimerase, oligonucleotideos iniciadores, o0s

quatro desoxinucleotideos constituintes do DNA e Mg2*. Esta mistura foi
submetida a 03 ciclos e 35 repeticbes que consistem em trés fases distintas:
desnaturacao, anelamento e extensdo. Os oligonucleotideos iniciadores sintéticos
foram desenhados baseados na sequéncia do genoma completo do P. falciparum
ndmero ID XM_961119. 1 (GARDNER et al., 2002).

Foram utilizados os oligonucleotideos iniciadores sense Chor.sy — S 5’
CGC GGA TCC ATG AGC ACA TAT GGG ACT 3’e antisense Chor.sy — AS 5’
GCG GAG CTC TTA CAT ATT CCT AAA CAA 3’, para serem complementares
as extremidades 5’ e 3’, respectivamente, do gene aroC que codifica a enzima
PfCS cepa (3D7) localizado no cromossomo 6, obtidos do banco genémico de P.
falciparum http://www.PlasmoDB.org (BAHL et al., 2002) n°® PFF1105c, contendo
sitios de restricdo BamHI - S GGA TCC na regido sense e Xhol - AS GAG CTC
na regido antisense. O uso de materiais e procedimentos esta descritos conforme
a tabela 04, 05 e figura 10.

Tabela 06: Protocolo de Amplificagdo do gene da Proteina CS por PCR.

Solucdes Branco Teste
Tampéao 5x (50mM/mL) 5 uL 5 uL
dNTPs 10x (10mM/mL) 2,5 pL 2,5uL
Primer Sense 0,5 pmoles/uL 1L 1L
Primer AntiSense 0,1pmoles/uL 1 pL 1L
Tag/DNA-polimerase 5U/uL 0,2 uL 0,2uL
Amostra gDNA . 1pL
H20 15,3uL 14,3uL
Volume total 25 uL 25 uL
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Tabela 07: Programa do Termociclador Biosystems
anelamento e extensao.

Mod. MJ96+/MJ96G *

para desnaturacao,

Primeiro ciclo Temperatura °C Tempo Repeticao
Desnaturacgéo 94°C 45s -
Anelamento 45°C 45s -
Extensao 72°C 90s 10
Segundo ciclo Temperatura °C Tempo Repeticao
Desnaturacéao 94°C 45s -
Anelamento 55°C 90s -
Extensao 72°C 90s 25
Terceiro ciclo 72°C 10min 01

3.4 - Purificagdo do Produto da PCR.

O produto da PCR foi purificado pelo Kit QIAquick PCR Purificacdo 250
(QIAgen — USA) , com algumas modificagcdes: Seccionado o fragmento do gel
com aproximadamente 150 pL e adicionou-se em 600 pL de tampédo QG (Kit),
aguecendo-o em banho seco a 50°C até dissolu¢do completa da agarose, foram
acrescentados 300 pL de élcool isopropanol e deixado em repouso por 10
minutos TA, foi transferido todo o material para coluna e centrifugou-se por 1
minuto a 8.000 rpm, apds descartou-se o filtrado e a coluna foi lavada com 750
uL do tampéo PE por duas vezes e uma terceira vez sem o tampédo PE para
secagem completa, a coluna foi transferida para um tubo tipo eppendorf novo e
ressuspendeu-se o sedimento com 40 pL de tampéao EB, conforme recomendado
pelo fabricante, a amostra purificada foi estocada a -20°C.

3.5 - Ligacdo do Amplicon aos Vetores de Clonagem e Subclonagem.

O produto amplificado por PCR e purificado conforme item 3.4, foi utilizado
para ligacdo do gene da proteina PfCS aos vetores de clonagem pGEM —-T Easy
(Promega-USA), pDRIVE (QIAgem-USA), pTZ57R/T(Fermenta-USA) e TOPO TA
(Invitrogen, USA) e vetores de subclonagem como pRSETA e pRSETC
(Invitrogen-USA) foi usado 0,5 pL do vetor, 1,0 uL do amplicon purificado, 2,5 pL
do tampéo de ligagcédo 2X, 0,5 pL de DNA ligase, completando com H,O para um
volume final de 5,0 pL, incubou-se por duas horas em temperatura de 16 - 20°C,

procedimento utilizado para todos os vetores.

24



3.6 - Preparo de Células Quimiocompetentes.

O preparo das células quimiocompetentes realizou-se de acordo como
descrito por Ausubel et al., (1999) com algumas modificacdes, foram utilizadas as
linhagens de DH5a, DH10B3, TOP10F’, BL21 (DE3) pLys.

Em 10 mL de meio liquido Luria Bertani - LB acrescentou-se uma col6nia
da cepa de interesse para crescimento por 2 horas e 30 minutos a 37°C em
movimento, evitando-se contaminages. ApOs este periodo acrescentou-se meio
até um volume final de 50 mL e deixou-se as bactérias em crescimento a 37°C em
movimentacdo até uma densidade o6tica Asoonm = 0,6, em seguida coletou-se as
bactérias centrifugando-se a 3.500 rpm por 5 minutos a 4°C, desprezou-se o
sobrenadante e a partir desse passo o produto foi mantido sempre no gelo. Com
20 mL de tampéo 1(TFB1) KOAc (0,294 g); MnCl (0,99 g); KCI (0,746 g); CacCl
2 (0,147 g); Glicerol (15 mL) para 100 mL, homogeneizou-se o sedimento evitando
grandes choques mecanicos, incubando-se por 30 minutos no gelo e
posteriormente centrifugado-se a 3.500 rpm por 15 minutos a 4°C para coleta do
precipitado e este foi suspenso com 2 mL de tampéao 2 TFB2 10mM Na-MOPS pH
7,0; 75 mM CaCl2; 10mM KCI e 15% de glicerol para 100 mL. Em eppendorf de

1,5 mL coletou-se aliquotas de 200 pL e armazenou-se a - 80°C.

3.7 — Transformacéo em Células Competentes DH5a e DH10p.

Para a transformacéo foi utilizado o produto da ligacdo da proteina PfCS
em vetor de clonagem pGEM — T Easy (Promega-USA), a transformacao foi
realizado com células competentes DH50 e DH10p e a retransformacéo foi obtida
com vetor de subclonagem pRSETA, observando o seguinte protocolo: 2 uL da
amostra, 50 uL de células competentes, 20 minutos no gelo, choque térmico a
42°C por 1 minuto, retorno ao gelo por mais 15 minutos, ap6s retirada do gelo foi
adicionado 150 pL de SOC, incubou-se a 37°C por 30 minutos; logo apos foi
semeadas as placas com LB-AGAR, ampicilina 100 pg/mL e 20 puL de X-gal 50
png/mL (5-bromo-4-chloro-3-indolyl-b-D-galactopyranoside) e 4 uL de IPTG 1M
(isopropiltio-B-D-galactosideo), levou-se a estufa a 37°C durante 16 horas e
conservado a 4°C.
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3.8 - Extracdo de DNA Plasmidial por Lise Alcalina - Miniprep.

Entre as técnicas de DNA recombinante normalmente utilizada, a
purificacdo de DNA plasmidial consiste naquela mais béasica e fundamental,
necessaria para quase todos os fins, seja para clonagem, expressao ou
sequenciamento.

O meétodo mais utilizado para o isolamento e purificacdo de DNA plasmidial

se baseia na lise alcalina, proposto originalmente por Bimboim e Doly (1979)
sendo um método que apresenta bons resultados qualitativos e quantitativos.
O método de extracéo utilizado neste estudo iniciou-se com a coleta do sedimento
da cultura de bactérias DH5a ou DH10, foram inoculadas individualmente em 2
mL de meio LB liquido (triptona 1g, extrato de levedura 0,5g e NaCl 1g), contendo
ampicilina 100 pg/mL deixando crescer por 16 horas a 37°C. No dia seguinte
transferiu-se a cultura de bactérias para tubo tipo eppendorf, centrifugou-se por 3
minutos a 12.000 rpm e desprezou-se o0 sobrenadante em local adequado.

O sedimento foi ressuspenso com 200 pL do tampéo 1 (TrisCL pH 7.5 1 M,
1g Glicose, 2 mL EDTA 0,5 M para 100 mL H,O destilada); as bactérias foram
lisadas adicionando 400 pL do tampéo 2 (4 mL NaOH 5 M, 5 mL SDS 20% para
100mL H,O destilada), deixando-se em repouso em temperatura ambiente —TA
por 10 minutos. ApGs agitar gentilmente por inversdo e precipitar as proteinas
adicionou-se 300 uL do tampédo 03, 60 mL 5 M KAc, 11,5 mL &cido acético glacial
e 28,5 mL H,0, para volume final de 100 mL, homogeneizou fortemente e deixou-
se 5 minutos no gelo; as proteinas foram sedimentadas centrifugando a 12.500
rpm durante 5 minutos a 4°C; coletou-se o sobrenadante para novo tubo tipo
eppendorf e precipitou-se com 600 pL de Isopropanol - PA gelado, deixando-se
por 10 minutos em TA; depois do repouso centrifugou-se a 12.000 rpm durante 5
minutos a 4°C e o sobrenadante descartado; lavou-se o sedimento com 250 pL
de etanol 70% gelado com prévia agitacdo e posterior centrifugacdo durante 2
minutos & 12.000rpm; apds secagem do sedimento em TA com tubo invertido
sobre papel absorvente, solubilizou-se o sedimento com 30 uL de TE 1X 10mM
e 1mM EDTA com 1 pL de RNAse 10 pg/mL e armazenou-se em temperatura de
20°C negativos, para posterior realizacdo de gel agarose figura 11,
posteriormente realizou-se a digestdo enzimatica para verificar a insercdo do

fragmento ao vetor.
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3.9 -Digestédo com Enzima de Restrig&o.

Utilizou-se 1 pL do tampéo 03 10x, 0,6 pL das respectivas enzimas de
restricdo BamHI e Xhol 5U/uL, 6 pL do produto miniprep 100 pg/uL, e 2,4 uL H,O
destilada. Em seguida este contetdo foi incubado a 37°C por 2 horas, o resultado
foi verificado com gel de agarose a 0,8% com 1 pL de brometo de etidio por 1
hora a 100V no aparelho Electrophoresis Power Supply — EPS 601
Amersham Biosciences. A digestdo do plasmideo recombinante com vetor de
subclonagem pRSETA confirmou a insercao do gene da PfCS, o mapa do vetor
pode ser observado na figura 08 e o resultado pode ser visualizado na figura 12 .

Além das tentativas descritas acima, outras foram realizadas e nao
descritas aqui. No entanto, ap0s varios experimentos com ajuste de tempo,
temperatura, quantidade enziméatica, variacdo de vetores clonagem e expressao,
bem como diversos kits de materiais, ndo foram obtidos os resultados esperados
guanto a clonagem e expressdo da PfCS com o gene néo sintetizado, a partir

deste ponto os experimentos foram realizados com o gene sintetizado.

Figura 08: Mapa do vetor de expressdo pRSETA (Invitrogen-USA).

3.10 - Aquisicao do Gene Sintético da PfCS.

Em reunido com a equipe técnica do CEPEM/IPEPATRO e consulta com o
Prof. Dr. Spartaco da Universidade Federal do Amazonas - UFAM, decidiu-se

apos analise geral que a sintese do gene da PfCS seria uma solucéo, devido ha
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determinados codons que séo usados preferencialmente pelo P. falciparum e sao
usados raramente pelos genes de alta expresséo pela Escherichia coli.

Foi entdo adquirido o gene sintético da PfCS junto a empresa GenScript
Corporation-USA e o material foi entregue apés 4 semanas por um valor de U$
0,35 por par de bases, foi otimizado 1595 pares de bases totalizando num valor
final de U$ 558,2 dolares, com o gene da corismato sintase ja clonado em vetor
PUC57 e pGS2la de expressdo e liofilizado nos dois plasmideo PUC57
(clonagem) e pGS2la (expressdo). A partir deste ponto os trabalhos foram
realizados com o gene da PfCS otimizado para expressédo e purificagdo em
sistema procarioto. Constatamos entdo as vantagens do custo x beneficio x

tempo.

3.11 - Otimizacédo do Gene da PfCS Através da Bioinformética.

Utilizando o software http://genomes.urv.cat/OPTIMIZER, foi introduzido a
sequéncia de DNA do gene da PfCS, tendo como critérios de otimizacdo “Um
aminoacido - um cédon”. Dos 1.593 nucleotideos da sequiéncia do gene da PfCS,
foram detectado 1302 nucleotideos em harmonia, 200 transi¢cdes e 91 transversao
entre a sequéncia submetida e a sequéncia aperfeicoada (otimizada) como pode

ser visualizado nos itens 4.1.2 e 4.1.3.

3.12 — Replicacédo do Gene Sintetizado da PfCS.

Foram recebidos da empresa o gene da PfCS clonados em PUC57 e
pGS21a e transformados em bactérias TOP10F’.

Foi coletada com auxilio de alca microbiolégica uma colénia dos
respectivos recipiente e adicionada em tubo de ensaio, contendo 2 mL de LB-
liquido, juntamente com 2 pL ampicilina (100 pg/mL), Incubou-se em estufa a
37°C por aproximadamente 16 horas sob agitacdo, para posterior realizacdo de
extracdo de DNA plasmidial.

O plasmideo liofilizado pGS21a foi ressuspenso em 10 uL de agua milliq e
retransformado em bactéria TOP 10F’. As caracteristicas do vetor pGS21a pode
ser verificada na figura 09.
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Figura 09: Mapa do Vetor de Expressédo pGS21a (Invitrogen-USA).

f1 ori

3.13 — Extracdo de DNA Plasmidial — Miniprep do gene Sintético da PfCS.

A extracdo plasmidial foi realizada com Kit QIAGEN-USA, conforme
recomendado pelo fabricante com algumas modifica¢des: centrifugou-se o inoculo
a 14.000 rpm por 1 minuto, descartou-se o sobrenadante e suspendeu-se com
250 pyL de Tampao P1 (Glicose 50 mM Tris-HCI 1 M pH 8,0 ,25 mM Tris-HCI pH
8,0 e EDTA 0,5 M pH 8,0 10 mM Na,), logo apds foi adicionado 250 pL do tampéo

P2 (NaOH 1N 0,2 M NaOH; SDS 10% para 1 mL SDS 10% e &gua deionizada
para 10 mL) homogeneizou-se por inversdo até se formar uma substancia
viscosa, adicionou-se 350 pL do tampédo N3 (3M KOAc, pH 5,5), homogeneizou-
se delicadamente e centrifugou-se a 13.000 rpm por 10 minutos. O sobrenadante
foi coletado e transferido para um tubo eppendorf/coluna apds centrifugacéo por 1
minuto descartou o filtrado, lavou-se a coluna com 500 pL do Tampao PB e
descartou-se o filtrado. Em seguida lavou-se a coluna novamente por
centrifugacdo com 750 pL de Tampéo PE, para ndo permanecer nenhum residuo
de tampdes centrifugou-se novamente a coluna por 1 minuto sem acréscimo de
nenhuma substancia. Colocou-se a coluna em um tubo eppendorf de 1,5 mL novo
e adicionou-se 50 pyL de Tampado EB, deixou-se em repouso por 1 minuto e
centrifugou-se por 1 minuto. O produto final foi armazenado a -20°C, para

posterior digestdo enzimatica.

29



3.14 - Digestao Enzimatica do Plasmidio pGS21a-CS com Ncol e Sall.

Os plasmideos extraidos do miniprep foram submetidos a digestéo
enzimatica com 6 L da amostra, 2 pL tampéo 3, 1,5 puL enzima de restricdo Ncol
e 7 UL de H,0. Deixou-se esta mistura por 2 horas a 37°C em estufa, apos este
tempo inativou-se a 65°C por 10 minutos e adicionou-se 2 uL do tampéo “D” e 1,5
pL de enzima restricdo Sall e incubou-se novamente a 37°C por mais 2 horas, em

seguida submeteu-se a eletroforese em gel agarose 0,8% figura 13.

3.15 - Transformacéo do Plasmidio pGS21a-CS Recombinante.
O Plasmidio pGS2la-PfCS recombinante foi transformado em células

guimiocompetentes BL21 (DE3) pLys, como descrito no item 3.6 e figura 14.
3.16 - Expressédo da PfCS com Gene Sintetizado.

Foram realizados testes de inducdo/expressdo para verificar qual o
melhor tempo de expressédo, temperatura e concentracdo de IPTG para inducdo
do promotor do gene clonado da proteina. A cada hora de inducédo foi retirado
uma aliquota, até o periodo de 6 horas. A constatacdo foi através de gel de
poliacrilamida SDS-PAGE. Os testes foram realizados em 9 frascos tipo
Erlemeyer com 25 mL de LB-liquido, 25 pL de IPTG 0,1M e 25 pyL de ampicilina
100 pg/mL, com diluicdo de 1:100, 1:10 e 1:1, respectivamente nas temperaturas
37°C, 30°C e 20°C, foram coletados a cada hora aliquota de 1 mL de cada frasco
e centrifugados a 4°C por 5 minutos a 12.000 rpm, no sedimento adicionou-se 100
uL tampao azul de corrida e apés aquecimento a 95°C por 5 minutos, realizou-se
um gel de poliacrilamida SDS-PAGE 12%, para constatacdo, padronizacdo da
melhor temperatura e tempo médio em horas para expressdo da PfCS, figura ndo
mostrada.

Para a expressdo foram coletadas 2 colénias de BL21(DE3) pLys com o
vetor de expressdo pGS21la, adicionou-se a um tubo de ensaio de 10 mL com 2,0
mL de LB-liquido, 2pL de ampicilina 100 mg/mL e 2uL de cloranfenicol 34 mg/mL.
Incubou-se sob agitacdo 150 rpm durante 16 horas a 37°C. ApoOs transferiu-se
cada uma das amostras para um frasco com 250 mL de LB-liquido, 250 uL de
ampicilina 100 mg/mL e 80 pL de cloranfenicol 34 mg/mL, incubou-se a 37°C

para crescimento até a densidade Gtica de 0,8 conseguida apés 3 horas.
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Apos retirou-se de cada amostra 20 mL para controle negativo e o restante
foi induzido com 210 pL de IPTG 0,1M por 3h30min a 37°C. (foi optado pela
inducdo em 3h30min, pois nos testes de expressdao apontou que os melhores

resultados obtidos foram entre a terceira e quarta hora de inducao) Figura 15.

3.17 — Eletroforese em Gel de Poliacrilamida SDS-PAGE.

Abaixo na tabela 08 pode ser verificado o protocolo de padronizacdo e
confeccdo do gel de poliacrilamida utilizado neste estudo. Para revelacdo do gel
poliacrilamida SDS-PAGE foi utilizado uma solucdo corante feita com 200 mL da
solucéo descorante descrita abaixo e 240 mg de coomassie azul brilhante.

A solucao descorante foi feita com 400 mL de alcool etilico absoluto, 100

mL de acido glacial e 500 mL de H,O destilada.

Tabela 08: Padronizacdo e composicdo do gel poliacrilamida SDS-PAGE gel de corrida 12% e gel
de empacotamento 4%.

Gel corrida 12% Gel empacotamento 4%
Acrilamida 30% = 2,0 mL Acrilamida 30% = 350 uL

Tris IM pH 8,8 =1,87 mL Tris 1M pH 6,8 =315 uL
Persulfato de amoénia 2% = 250 uL Persulfato de amonia 2% = 120 uL
H20 destilada = 750 uL H20 destilada = 1,7 mL

SDS 10% = 100 uL SDS 10% = 25 uL

Temed = 12 uL Temed = 12 uL

3.18- Solubilizacao e Purificagdo da PfCS com Kit Qiagen 6x Histidina com
Coluna de niquel — Ni-NTA.

No sedimento obtido da expressdo foi adicionado o tampao de lise
composto por 200 pL de EDTA 0,5 M, 1 mL de NaCl 5 M, 100 pL de Tris 1 M, 100
puL de Triton 1% e H,O destilada até completar o volume final de 10 mL. Deixou-
se em repouso a temperatura ambiente por 1 hora, em seguida o conteudo foi
passado 10 vezes por uma agulha em seringa de 20 mL, em substituicdo a
benzoanase nuclease; centrifugou-se a 14.000 rpm por 30 minutos a 4°C, coletou-
se o0 sedimento onde supostamente estava presente a proteina recombinante.

O sedimento foi ressuspenso em 15 mL de tampé&o PBS 1 X, realizando-se

4 lavagens por centrifugagdo por 5 min., 4.000 rpm a 4°C, sendo o sedimento
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ressuspenso e homogeneizado a cada lavagem. Apds as lavagens a amostra foi
solubilizada com 5 mL de tampéao solubilizador em pH 9,0 (100 mM NaH,;PO,4, 10
mM Tris-HCL, 8 M uréia, pH 9,0).

O produto solubilizacdo foi aplicado na coluna Ni-NTA em condi¢des
desnaturante, realizando-se uma lavagem da coluna com tampao 100 mM
NaH,PO,4, 10 mM Tris.HCL, 8 M uréia, pH 6,3 em seguida foi aplicado na coluna
1 mL do tampéo de eluicdo 100 mM NaH,;PO4, 10 mM Tris.HCL, 8 M uréia, pH
4,5, coletado-se 5 pl de todas as etapas para realizacdo de SDS-PAGE e as
fracOes dos produtos finais foram armazenadas a - 20°C. Todas as etapas da
purificacdo foram analisadas em SDS-PAGE 12%, resultados da solubilizacéo e

purificacdo da amostra podem ser visualizados nas figuras 16 e 17.
3.19- Western Blot da PfCS.

Utilizando-se tampéo transferéncia (Tris 49 mM, glicina 39 mM, 200 mL
etanol P.A., para um volume final de 1000 mL com H,O e membrana
nitrocelulose, realizou-se o arranjo no equipamento de transferéncia e o
procedimento transcorreu por 1 hora a 15V, realizou-se o0 blogueio com leite
desnatado a 5% com PBS 1X pH 7,4, incubando-se por 16 horas a 20°C. Em
seguida a membrana foi lavada por 3 vezes em PBS 1X pH 7,4 + Tween 0,05%
durante 10 minutos sob agitacdo, apés as lavagens incubou-se a membrana em
37°C com o anticorpo anti-histidina de camundongo por 1 hora com diluicdo
1:1000 em leite desnatado 5% + PBS 1X pH 7,4, ao término deste procedimento
lavou-se a membrana por 3 vezes sob agitacdo com solugcdo PBS 1X pH7,4 +
Tween e incubou-se novamente com anticorpo secundario IgG anti-Mouse com
diluicdo 1:2000 em leite desnatado 5% + PBS 1X pH 7,4 durante 1 hora e lavou-
se novamente por 3 vezes com PBS 1X pH 7,4 + Tween por 10 minutos, foi

revelado com substrato cromdgeno durante 10 minutos figura 18.
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4.0 - RESULTADOS.

4.1 - Descricdo da PfCS por Ferramentas de Bioinformatica.

Depois de acurada busca em diversos enderecgos eletronicos e analises

com varios programas de bioinformatica como os descritos no item 3.1 chegamos

aos resultados descritos na tabela 09 e 10, identificando as principais

caracteristicas da PfCS.

Tabela 09: Caracterizacao da proteina PfCS por bioinformatica.

Proteina

Corismato sintase

Organismo
Via metabdlica
Posicdo no gene

Identificacdo PlasmoDB/NCBI

Identificacdo NCBI-gene ID
Tamanho

N° de aminoacidos

Peso molecular

Formula

Enzima corismato sintase
Ponto isoelétrico
Processo de biossintese
Doenca

Fosforilacao

Homologia humana
Notado no genoma
Aminoacidos + freqlientes

Residuos carregados (-)

Residuos carregados ( +)

P. falciparum cepa 3D7 (CDS)
Via do chiquimato
Cromossomo 6 aroC
PFF1105c (PlamoDB)
86171441 e XM_961119

1584 pb
527

59,6 kDa
C2629H4130N7120820S26
5-Enolpiruvilchiquimato3-Fosfato EPSP
pH - 6.76

Familia Aminoacidos Aromaticos
Malaria

Ser: 21 Thr: 4 Tyr: 10

Nao

Sim

Asn (N) 56  10.6%,

lle (1) 52 9.9%

Lys (K) 44 8.3%

Ser (S) 43 8.2%

(Asp + Glu): 62
(Arg + Lys): 61
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Tabela 10: Sequéncias Produzindo Alinhamentos Significativos de homologia com o P. falciparum:
Fonte: www.nchi.nlm.nih.gov

Acesso Descricédo Contagem Contagem Cobertura Valor Ident.
Méxima Total Méxima
XM_961119.1 Plasmodium falciparum 2926 2926 100% 0.0 100%
3D7 Corismato sintase
( PFF1105c ) mRNA,
completo CDS
CR382400.1 Plasmodium falciparum 2926 2926 100% 0.0 100%
Cromossomo 6, com-
pleto - CDS; segmento
3/5
F008549. 1 Plasmodium falciparum 2904 2904 100% 0.0 99%
Corismato sintase,
AroC mRNA, complete
CDsS.
XM_738578.1 Plasmodio  chabaudi 231 231 17% 5-57  82%

chabaudi, Corismato
sintase (PC000086.
03.0) mRNA parcial

4.1.2 — Sequéncia em Formato FASTA do Gene PfCS Submetida e Otimizada.

Tipo

Submetida

Seqiiéncia do gene da Corismato sintase

ATGGACATGAGTACCTATGGGACTCTGCTGAAAGTAACTTCGTATGGTGAATCGCATGGC
AAAGCTATTGGCTGTGTTATTGATGGCTTTCTGTCTAATATTGAGATTAATTTTGATCTG
ATCCAGAAACAGCTGGATCGCCGCCGTCCGAATCAAAGCAAACTGACCTCGAATCGCAAT
GAAAAGGACAAACTGGTAATTCTGAGCGGTTTTGATGAAAACAAAACCCTGGGCACCCCG
ATCACCTTTCTGATCTATAACGAAGATATTAAAAAAGAGGATTATAACAGCTTTATTAAC
ATTCCGCGCCCGGGCCACGGAGATTACACGTATTTTATGAAATATCATGTGAAAAACAAA
AGCGGATCATCTCGCTTCTCGGGCCGCGAAACAGCTACGCGTGTAGCAGCAGGCGCTTGT
ATTGAGCAGTGGCTGTATAAATCGTATAACTGTAGCATTGTGTCCTATGTTCATAGCGTT
GGTAATATCAAAATCCCGGAACAAGTTAGTAAAGAACTGGAGAATAAAAACCCGCCGTCA
CGCGATCTGGTTGATAGCTACGGCACAGTCCGTTATAATGAAAAAGAAAAAATCTTTATG
GATTGCTTTAACCGTATTTATGATATGAATGCCAGTATGCTGAAAACTGATGAATATAAT
AAAAACACCCTGACCATCCCATCAATTGATAATACGTATATTAATGTTAAGACCAATGAA
TGTAATATTAATCAAGTTGATAACAACCATAACAACTATATTAACGACAAAGACAATACG
TTCAACAACTCTGAAAAATCTGATGAATGGATCTACCTGCAGACCCGCTGTCCGCATCCA
TATACGGCTGTGCAAATCTGCTCCTATATCCTGAAACTGAAAAATAAAGGTGACTCTGTT
GGAGGCATTGCAACGTGTATCATTCAGAACCCACCTATTGGTATTGGCGAACCGATTTTC
GATAAACTGGAGGCGGAACTGGCGAAAATGATTCTGAGTATTCCGGCGGTAAAAGGTATT
GAGTTTGGTTCAGGTTTTAACGGGACGTACATGTTCGGTTCTATGCACAACGATATCTTT
ATTCCGGTCGAAAACATGAGTACGAAAAAAGAATCTGATCTGCTGTACGACGACAAAGGC
GAATGCAAAAACATGAGCTACCATAGCACGATTCAGAACAATGAAGATCAGATCCTGAAC
AGCACCAAGGGCTTCATGCCACCAAAGAACGACAAAAACTTTAATAACATTGATGACTAT
AATGTGACATTCAACAATAACGAGGAAAAACTGCTGATCACCAAAACAAACAATTGTGGT
GGTATTCTGGCAGGTATCTCTACCGGTAACAACATTGTTTTTCGCAGCGCGATCAAACCG
GTGAGCAGCATCCAGATCGAGAAGGAAACCAGTGATTTTTATGGGAATATGTGCAATCTG
AAAGTTCAGGGTCGTCACGATTCATGTATTCTGCCGCGTCTGCCGCCAATCATTGAAGCT
AGTTCGAGTATGGTAATTGGAGATCTGATTCTGCGTCAGATCTCCAAGTATGGCGACAAA
AAACTGCCGACGCTGTTTCGCAACATGGTCGAC

CAI |ENc  %GC | %AT

0.631 (40 (41.5|58.5
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ATGGACATGTCTACCTACGGTACCCTGCTGAAAGTTACCTCTTACGGTGAATCTCACGGT
AAAGCGATCGGTTGCGTTATCGACGGTTTCCTGTCTAACATCGAAATCAACTTCGACCTG
ATCCAGAAACAGCTGGACCGTCGTCGTCCGAACCAGTCTAAACTGACCTCTAACCGTAAC
GAAAAAGACAAACTGGTTATCCTGTCTGGTTTCGACGAAAACAAAACCCTGGGTACCCCG
ATCACCTTCCTGATCTACAACGAAGACATCAAAAAAGAAGACTACAACTCTTTCATCAAC
ATCCCGCGTCCGGGTCACGGTGACTACACCTACTTCATGAAATACCACGTTAAAAACAAA
TCTGGTTCTTCTCGTTTCTCTGGTCGTGAAACCGCGACCCGTGTTGCGGCGGGTGCGTGC
ATCGAACAGTGGCTGTACAAATCTTACAACTGCTCTATCGTTTCTTACGTTCACTCTGTT
GGTAACATCAAAATCCCGGAACAGGTTTCTAAAGAACTGGAAAACAAAAACCCGCCGTCT
CGTGACCTGGTTGACTCTTACGGTACCGTTCGTTACAACGAAAAAGAAAAAATCTTCATG
GACTGCTTCAACCGTATCTACGACATGAACGCGTCTATGCTGAAAACCGACGAATACAAC
AAAAACACCCTGACCATCCCGTCTATCGACAACACCTACATCAACGTTAAAACCAACGAA
TGCAACATCAACCAGGTTGACAACAACCACAACAACTACATCAACGACAAAGACAACACC
Otimizada |TTCAACAACTCTGAAAAATCTGACGAATGGATCTACCTGCAGACCCGTTGCCCGCACCCG (1.000 |22 |46.8 |53.2
TACACCGCGGTTCAGATCTGCTCTTACATCCTGAAACTGAAAAACAAAGGTGACTCTGTT
GGTGGTATCGCGACCTGCATCATCCAGAACCCGCCGATCGGTATCGGTGAACCGATCTTC
GACAAACTGGAAGCGGAACTGGCGAAAATGATCCTGTCTATCCCGGCGGTTAAAGGTATC
GAATTCGGTTCTGGTTTCAACGGTACCTACATGTTCGGTTCTATGCACAACGACATCTTC
ATCCCGGTTGAAAACATGTCTACCAAAAAAGAATCTGACCTGCTGTACGACGACAAAGGT
GAATGCAAAAACATGTCTTACCACTCTACCATCCAGAACAACGAAGACCAGATCCTGAAC
TCTACCAAAGGTTTCATGCCGCCGAAAAACGACAAAAACTTCAACAACATCGACGACTAC
AACGTTACCTTCAACAACAACGAAGAAAAACTGCTGATCACCAAAACCAACAACTGCGGT
GGTATCCTGGCGGGTATCTCTACCGGTAACAACATCGTTTTCCGTTCTGCGATCAAACCG
GTTTCTTCTATCCAGATCGAAAAAGAAACCTCTGACTTCTACGGTAACATGTGCAACCTG
AAAGTTCAGGGTCGTCACGACTCTTGCATCCTGCCGCGTCTGCCGCCGATCATCGAAGCG
TCTTCTTCTATGGTTATCGGTGACCTGATCCTGCGTCAGATCTCTAAATACGGTGACAAA
AAACTGCCGACCCTGTTCCGTAACATGGTTGAC

LEGENDA: CAI: indice da adaptag&o de Codons; ENc: Numeros de Codons efetivo; %GC:
Porcentagem de G+C; %AT: Porcentagem de A+T.

Tabela 11: Resumo dos Cédons Usados na Sequéncia Submetida e Otimizada.

Codons  Submetida Dtimizada Cédons  Submetida  Dtimizada Cédons  Submetida  DOtimizada  Cédons  Submetida  Dtimizada

GCA (A) 4 0 GCC (A) I 0 GCG (A) 4 14 GCT(A) a 0
TGC (C) 4 12 TGT (C) 8 I GAC (D) It 34 GAT (D) 23 0
GAA (E) 17 30 GAG (E) 8 I TIC (F) ] 2! TTT (F) 1a 0
GGA (B) 4 0 GGC (G) 13 0 GGG (G) 3 0 GGT (B) 14 34
CAC (H) 3 d CAT (H) b I ATA(I) I I ATC (1) 20 a2
ATT (1) 32 0 AAA (K) 38 44 AAG (K) ] 0 TTA (L) 1 0
TTG (L) I I CTA (L) I I CTC (L) I I CTG (L) 34 34
CTT(L) I I ATG (M) 1a 1a AAC (N) 32 a6 AAT (N) 24 0
CCA (P) b 0 CCC (P) 0 0 CCG (P) (i 22 CCT (F) | 0
CAA(B) 4 I CAG (@) 10 14 AGA (R) I I AGE (R) 0 0
CGA (R) 0 0 CGE (R) 10 0 CGE (R) I 0 CGT (R) l 17
AGC (S) 13 I AGT (S) 8 I TCA(S) a I TCC (S) 3 0
TCG (S) b 0 TCT(S) 8 43 ACA(T) 4 0 ACC (T) 13 30
ACG (T) 10 0 ACT(T) 3 0 GTA(V) a 0 GTC (V) 3 0
BTG (V) 3 0 GTT (V) 10 23 TGG (W) Vi 2 TAC (Y) b 13
TAT(Y) 13 0 TAA() 0 0 TGA () I 0 TAG () 0 0
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4.1.3 - Alinhamentos das Sequéncias do Gene Submetidos e Otimizados da

PfCS.

Alinhamento

Submetido
Otimizado
Submetido
Otimizado
Submetido
Otimizado
Submetido
Otimizado
Submetido
Otimizado
Submetido
Otimizado
Submetido
Otimizado
Submetido
Otimizado
Submetido
Otimizado
Submetido
Otimizado
Submetido
Otimizado
Submetido
Otimizado
Submetido
Otimizado
Submetido
Otimizado
Submetido

Otimizado

M

ATG

Il
ATG

K
ARA

Il
AAA
I

ATC

Il
ATC

GAA

Il
GAA

ATC

Il
ATC

ATT

I
ATC

AGC
* %

TCT

ATT

I
ATC

GGT

Il
GGT

CGC

I
CGT

GAT

TGC

TTC

Il
TTC

TAT

Il
TAC

D

GAC

11
GAC

GCT
I1*

GCG

CAG

11
CAG

ARG
I

ACC

Il
AcC

ele]e)

Il
ccG

GGA
I1*
GGT

GAG

I
GAA

AAT

I
AAC

GAT

I
GAC

TGC

Il
TGC

Il
AAC

AAT

I
AAC

AAC

Il
AAC

ACG
11*

ACC

M

ATG

Il
ATG

ATT

GAC

Il
GAC

TTT

I
TTC

CGC

I
CGT

TCA
I1*
TCT

CAG

Il
CAG

ATC

Il
ATC

CTG

Il
CTG

TTT

I
TTC

ACC

Il
AcC

ATT

I
ATC

AAC

Il
AAC

GCT
11*

GCG

S
AGT
*k |

TCT

GGC

Il
AAC

CTG

Il
CTG

AAT

I
AAC

TCT

Il
TCT

GTG
11

GTT

T

ACC

11
ACC

TGT

I
TGC

CTG

11
CTG

CTG

Il
CTG

ATC

Il
ATC

GGC

I
GGT

CGC

I
CGT

CTG

Il
CTG

ATC

Il
ATC

GAT

I
GAC

CGT

Il
CGT

ACC

Il
AcC

CAA

I
CAG

GAA

Il
GAA

I
CAG

Y

TAT
I
TAC
v
GTT

(N
GTT

GAT

I
GAC

GTA
I1*

GTT

TAT

I
TAC

CAC

I
cac

TTC

I
TTC

TAT

I
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LEGENDA: CAI: |: Nucleotideos Inalterados ; *: Mudanc¢a do Transverséo (pirimidina < > purina) e
Mudanca da transi¢é@o (purina < > purina/pirimidina < > pirimidina.

4.2 — Amplificagdo e Clonagem do Gene da PfCS.

Submetido a técnica da PCR, conforme item 3.3 e tabelas 06 e 07, os

primers utilizados amplificaram uma sequéncia de aproximadamente 1.584 pares

de bases, correspondente ao gene da PfCS identificado no genoma do P.

falciparum, resultado conforme Figura 10.

37



A concentracdo de DNA foi obtido através do teste manual de acido
nucléico, com o comprimento de onda para 320nm diluido em &gua 1:100,
zerando o espectrofotdmetro com agua e realizado as leituras em absorvancia
(230 nm, S260 nm, 280 nm e 320 nm ) calculando-se a concentracdo de DNA
pela férmula (Abs260nm — Abs320nm) x 50 x fator de diluicdo = [DNA] em mg/mL,
onde foi obtido o valor de 2,585 ug/mL.

PM 1kpb

10.000 —

2.000— 1. 1.584pb

1.000—

Figura 10: PCR para amplificac@o do gene PfCS sendo: coluna 1 peso molecular de 1kb; coluna 2
controle negativo, coluna 3 gene da CS, com fragmento de 1.600 pb.

4.3 — Miniprep do gene PfCS em vetor pGEM-T Easy (Promega-USA)
A extracdo plasmidial teve o objetivo de constatar os resultados da

transformacédo da PfCS em células DH5a e DH10, conforme visualizado abaixo

na figura 11.

PM 1 Kpb

10.000—

2.000—

1.000—

Figura 11: Miniprep do vetor pGEM-T Easy, sendo: coluna 1 peso molecular 1Kpb, coluna 2 e 3
amostras duplicadas da proteina PfCS.
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4.4 - Digestdao Enzimética do Vetor pGEM-T Easy com BamHIl e Xhol
(Promega-USA) com gene natural da PfCS.

A digestao do plasmideo recombinante pGEM-T Easy (Promega-USA) com
as enzimas de restricdo BamHI e Xhol, confirmou a inser¢cado do gene da CS do

P. falciparum no vetor de clonagem, resultado demonstrado na figura 12.

PM 1kpb [ wwgw g —

Figura 12: digestdo enzimatica do vetor pGEM-T Easy com BamHI e Xhol. Sendo: coluna 1 peso
molecular de 1Kpb, coluna 2, 3 e 4 amostras testes triplicadas.

4.5 - Digestao Enzimética do vetor pGS2la com Ncol e Sall com Gene
Sintético da PfCS.

Os plasmidios pGS21a-CS extraidos das bactérias da linhagem TOP10F’,
foram submetidos a digestdo enzimatica com as enzima Ncol e Sall. Conforme

resultado da figura 13.

PM 1kpb

10.000-
6.000 —
3.000 -
2.000 -

1.500 -
1.000—

«—6.169 pb

—1.584pb

500 —

Figura 13: Digestdo Enzimética do vetor pGS21la com Ncol e Sall. Eletroforese em gel agarose
0,8%: coluna 01 Marcador molecular 1kbp, coluna 2, 3 e 4 amostra testes (corte), colunas 5 e 6
amostras controle (plasmidio néo digerido).
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4.6 — Transformacdo do Plasmidio pGS2l1a-CS em Células Competentes
BL21(DE3) pLys.

O plasmidio pGS2la-CS foi transformado em células competentes

BL21(DES3) pLys para expressédo, como mostrado na figura 14.

Figura 14: Transformacédo em Células Competentes BL21 (DE3) pLys de E. coli.

4.7 - Expresséao da PfCS.

A expressao foi constatada por eletroforese em gel de poliacrilamida SDS-
PAGE 12%, apos lise das células E. coli BL21 (DE3) pLys (Promega-USA), vetor

de expresséo pGS21a, conforme pode ser constatado na figura 15.

kDa

22— 1 2 3 4 5

66,4— «— 68,6 kDa

34,6—

27,0—
14,3—
7,0 —

Figura 15: Expressédo da PfCS em 3 horas e meia de indugdo com IPTG 1/1 a 37°C, Sendo: 01
marcador proteina P7702S (Invitrogem-USA), 02 sobrenadante ndo induzido, 03 sobrenadante
induzido, 04 sedimento ndo induzido, 05 sedimento induzido.
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4.8 — Solubilizagéo da PfCS.

A obtencéo da proteina soluvel foi constatada apos incubacédo em tampéao
de solubilizacdo com uréia 8M, conforme descrito no item 3.16 e mostrado na

figura 16.

1 2 3 4 kDa

B . DI

68,6 kDa— <664

34,6

«—27,0

143

Figura 16: Solubilizagdo da PfCS: coluna 01 sobrenadante induzido, 02 sedimento induzido, 03
sedimento induzido solubilizado com uréia 8M, 04 Marcador de Proteina P7702S (Invitrogem-
USA)112 kDa.

4.9- Purificacdo da PfCS em Coluna de niquel Ni-NTA (Qiagen-USA).

hY

A amostra solubilizada foi submetida a cromatografia de afinidade em
coluna de niquel Ni-NTA (QIAgen-USA) imobilizada, conforme descrito no item

3.16. O resultado da purificagéo pode ser visualizado na figura 17.
kDa

175 —

80 —

«— 68,6 kDa

58 —
46 —

30 —

23 —

17 —

7 —

Figura 17: Purificacdo da PfCS sendo 1 Marcador molecular P7709S BioLabs, 2 sedimento ndo
induzido e 3 sedimento induzido.
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4.10 - Western Blot da Amostra Solubilizada da PfCS.

A analise por Western blot foi realizada com amostra de proteina total,
conforme procedimento do item 3.19, separadas em gel SDS-PAGE 12%,
conforme item 3.17 e transferidas para membranas de nitrocelulose utilizando um
sistema de transferéncia semi-hidratado onde o0s anticorpos primarios
monoclonais especificos ligam-se a uma calda de histidina e os anticorpos
secundérios anti-mouse peroxidase apresentou o resultado mostrado na figura
18.

kDa
175 —
80 —

58 _» «—68,6 kDa

46 —

30 —

23 —

17 —

7 —

Figura 18: Western Blot, 1 Marcador molecular BioLabs P7709S, 2 sedimento ndo induzido e 3
sedimento induzido.
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5.0 - DISCUSSAO

Mesmo antes da era cristd, h& registro de que os chineses tratavam a
maléria com uma preparacéo da planta Dichroa febrifuga e antes da chegada dos
europeus ao continente americano, os indios peruanos, usavam a casca da quina
para o tratamento da malaria. Em 1677, a quina foi incluida na farmacopéia de
Londres (RANG et al., 1997). Anos depois em 1820, foi isolado o principio ativo
da quina, o alcal6ide quinina Ridley & Hudson (1998), citados por (VALE,
MOREIRA & GOMES, 2005).

Porém, foi durante a segunda guerra mundial, que surgiram 0s maiores
avangos na pesquisa e desenvolvimento de novas substancias ativa para o
tratamento da malaria, onde na Alemanha foi sintetizada a cloroquina, altamente
eficaz contra a forma eritrocitaria do P. falciparum, e rapidamente foi o farmaco
mais utilizado até o primeiro registro de resisténcia pelo parasito no ano de 1957
(WONGSRICHANALAI et al., 2002).

No ano de 1946, também durante a segunda guerra mundial nos USA foi
sintetizada a primaquina, eficaz contra as formas exoeritrocitarias do parasita,
contudo, a primaquina também é toxica e ndo é recomendada para pacientes com
deficiéncia em glicose-6-fosfato eritrocitaria que provoca anemia hemolitica que
confere maior resisténcia ao parasita (BASCO et al.,1998).

Passados varios anos, muitos antimalaricos foram desenvolvidos como o
quinino e seus derivados amodiaquina, halofrantrina, mefloquina e primaquina,
que agem na interferéncia para desintoxicacdo do grupo heme; os folatos
pirimetamina e proguanil, que inibe a sintese de acidos nucléicos; o0s
sulfonamidas sulfadoxina e atovaguona, que também é utilizado na inibicdo da
sintese de &cidos nucléicos; os artemisinina e derivados dihidroartemisinina,
artesunato e artemeter, que tem funcdo oxidativa, além dos antibiéticos
(tetraciclina, doxiciclina e clindamicina), que agem como inibidores da sintese
protéica (FREDERICH et al., 2002), no entanto o plasmodium ainda persiste e
acumula mais resisténcias ao combate e ao tratamento.

A resisténcia adquirida pelo Plasmodium em relagdo a cloroquina em
escala mundial expds a facilidade com a qual se pode desenvolver resisténcias
também com outras drogas, Assim, foi surgindo resisténcia do P. falciparum

sucessivamente ao quinino, cloroquina, associacdo da sulfadoxina e pirimetamina

43



e mais recentemente a mefloquina e derivados da artemisinina (BOULOS et al.,
1997), sendo um alerta de que é essencial a pesquisa dirigida em medicamentos
antimalaricos para a futura capacidade de tratar e controlar a malaria em todos os
continentes (RIDLEY, 2002).

Segundo a OMS, um fator que contribui para a resisténcia foi o uso
inadequado desses antimalaricos, que evoluiu para a atual situagdo de elevados
niveis de resisténcias, especialmente, nas ultimas décadas, com a resisténcia da
cloroquina e seus derivados (OMS, 2001).

Atualmente, o uso de farmacos antimaléricos esta entre as solu¢cdes mais
eficazes no controle da malaria, porem, a resisténcia do Plasmodium contra as
drogas utilizadas é a grande barreira a ser superada (CRAVO & ROSARIO, 2003)

A OMS ja tem demonstrado preocupacao e alerta para a necessidade de
buscar novos caminhos para combater a malaria. Porque é aceitavel que o P.
falciparum venha a desenvolver resisténcia a artemisinina e seus derivados,
ficando a populacdo desassistida por tratamento antimalarico eficaz para a
doenca.

Nos ultimos anos a OMS tem sugerido o uso de combinacdes de
antimaléricos, essencialmente, com derivados de artemisinina para o tratamento
de primeira linha, conforme a OMS mais de 60 paises ja tinham adotado a
combinacéao terapéutica no tratamento da malaria (OMS, 2006).

Uma importante alternativa cogitada por varios cientistas é a inibicdo do
crescimento do parasito através de vias metabdlicas. Algumas vias ja foram
identificadas no genoma do Plasmodium e estdo sendo estudadas para esse fim,
destacam-se as vias de Metabolismo de Purinas, via de Biossintese de Acidos
Graxos e via do Acido Chiquimico ou Chiquimato, presentes no Plasmodium e
ausente em humanos ( ROBERTS et al., 1999; PEROZZO et al., 2002; KICSKA et
al., 2002a).

McRobert (2005) estudou a via do chiquimato e utilizou a combinacéo de
atovaguona e pirimetamina com analogos 6-R-F-chiquimato, 6-R-F-4-
epichiquimato, 3-deoxi-3,3-difluoro-chiqguimato, e 3-deoxi- 3,3-difluoro-4-epi-
chiquimato, da chiguimato (SKH) 52 enzima da via e 0os compostos testados
demonstraram ser eficientes inibidores in vitro do P. falciparum e podem ser um

alvo para o desenvolvimento da quimioterapia antimalarica.
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A proteina corismato sintase da via do chiquimato ja identificada no
genoma do P. falciparum (GARDNER, 2002) é monofuncional, similar a plantas e
bactérias, tornando-se um possivel alvo para o desenvolvimento de novas drogas
(FITZPATRICK et al., 2001).

Através de busca por ferramentas de bioinformatica, conforme ja descrito
na pagina 20, foi realizado uma caracteriza¢do das enzimas da via do chiquimato
e constatado que a CS € a Unica até o momento a ser identificada no genoma do
P. falciparum (FITZPATRICK et al., 2001; GLENN et al.,, 2004). Segundos
Fitzpatrick et al., (2001) o gene n&o apresenta introns, o que possibilita a
expresséo direta em sistema procarioto.

A CS tem sido muito estudada em diversos organismos, como por
exemplo, Caruso (2007) em Xylella fastidiosa (causa a doencga popularmente
conhecida como “amarelinho” em citros), ap0s clonagem e expressao apresentou-
se de forma soluvel, tornando-se um possivel alvo para estudos posteriores, por

demonstrar estas caracteristicas a CS foi escolhida para este estudo

5.1 — Gene da Proteina Corismato Sintase do P. falciparum PfCS.

A técnica de elétroforese em gel agarose é uma das ferramentas mais
utilizadas para verificacdo da qualidade e pureza do DNA (Snounou, 1996).

O produto amplificado por PCR foram utilizados rotineiramente nos
procedimentos de ligacdo, extracdo plasmidial e clonagem, porém, o gene da
PfCS possui 1.584 pares de bases e apresentou grande dificuldade para ser
corretamente clonado. Para clonar foram utilizados varios vetores como: pGEM-T
Easy (Promega-USA), pTZ57R/T(Fermentas-USA) e pDRIVE (QlAgem- USA) e
TOPO TA (Invitrogen-USA).

A clonagem de genes em vetores procariotos € uma ferramenta importante
em biologia molecular, contudo, algumas dificuldades sdo encontradas tais como
a insercéo de genes com tamanho superior a 1.000 pares de bases. Isto ocorre
devido a desestabilizagéo do plasmidio (CORDEIRO, 2003).

Dos plasmidios de clonagem utilizados neste estudo o pGEM-T Easy foi o
anico clonado, sendo por este motivo selecionado para os procedimentos

seguintes deste trabalho.
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Apoés a clonagem do gene da proteina PfCS, a subclonagem em vetor de
expressao também se mostrou de dificil execucdo. Apesar da utilizacdo de varios
protocolos de ligacdo ndo houve sucesso na insercdo do gene da PfCS ao vetor
de expressdo pRSETA (Invitrogen-USA).

Este vetor foi selecionados dentre os demais, por proporcionar a correta
fase de leitura para gene da proteina PfCS, além de possibilitar a producdo de
uma proteina fusionada a uma calda de poli-histidina. Contudo, h4 uma
caracteristica desfavoravel deste vetor e acreditamos que foi determinante para o
insucesso do resultado da subclonagem, o vetor € constituido por apenas 2,900
pares de bases e o gene da proteina PfCS a ser inserido possuia 1.584 pares de
base, o que corresponde um acréscimo de aproximadamente 60% do tamanho do
vetor, provavelmente impossibilitando a construcdo de um vetor recombinante
pRSETA-PfCS.

Diante das dificuldades encontradas para subclonagem do gene da
proteina PfCS em vetor de expressao e ap0s esgotadas todas as possibilidades
metodoldgicas disponiveis, buscou-se como estratégia a sintese do gene |,
visando ampliar as possibilidades de trabalho para este e futuros estudos a serem

desenvolvidos.

5.2 — Gene Sintético e Otimizado da proteina Corismato Sintase PfCS.

Conforme caracterizacao feita por ferramentas da bioinformética e por
revisdo bibliografica, verificou-se que a proteina PfCS, além de ter alto peso
molecular, o gene da proteina corismato sintase de P. falciparum apresenta
regides com cddon raros para expressao em sistema procarioto.

O software OPTIMIZER foi utilizado para a otimizacdo da sequéncia de
DNA do gene da proteina PfCS onde foi constatado varias regifes ricas com
cédons AGG, AGA, CGG e CGA = Arginina, CUA = leucina e AUA = Isoleucina
com uma elevada porcentagem de de 41,5 % de GC e 58,5 % de AT, para 1.000
nucleotideos otimizados com E. coli.

Jorgensen et al., (2006) e Mattioli (2008), em seus estudos relataram que
existem proteinas que sao dificeis de expressar fora dos seus contextos originais.

Elas podem conter elementos regulamentares limitando a expressao e um desses
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elementos € proveniente de organismos que utilizam nucleotideos de um gene
com codon raramente utilizado pelo hospedeiro.

Os codons raros foram identificados como fator importante na expressao
genética de procarioto, por exemplo, E. coli. (RAMOS, 2006). O grau em que um
determinado codon aparece no codigo genético varia significativamente entre os
organismos, entre proteinas expressas em altos e baixos niveis, e mesmo entre
diferentes partes do mesmo Operon (ANGELLOTTI et al., 2007).

Considerando estes fatores, foi adquirido junto a empresa GenScript
Corporation-USA, a sintese do gene da proteina PfCS para expressdo em
sistema procarioto para sanar as dificuldades encontradas, em razdo que este
organismo ndo usa alguns codons que se faz presente no genoma do P.
falciparum, como os ja citados acima.

A partir deste ponto os trabalhos foram realizados com o gene sintético,
onde as regifes ricas em A-T foram otimizadas com a sintese quimica néo
alterando os aminoacidos da proteina, apenas os codons raros para E. coli.

Novy et al., (2001) também descreveram em seus estudos que existem
organismos que apresentam preferéncia por codons (cédon bias) distintos e estas
diferencas podem ser fatores limitantes na expressao heterdloga da proteina que
pode ser muito baixa quando um gene codifica cédons raros.

Conforme relatado por Gustafsson et al., (2004) uma porcentagem de 5% a
10% de codons raros em um organismo € o suficiente para afetar a expresséo de
uma proteina em determinados organismos.

Os cédons raros podem ser interpretados como “stop codons” e pode
interferir no baixo nivel ou inibir a expressdo de proteina recombinante em
organismos heterélogos ou podem expressar enzimas sem atividades (WU et al.,
2003).

Os pares de cédon de AGG/AGA representam cédons raros, isso pode
impactar negativamente a expressdo de proteinas heterélogas. Outros codons
raros como CUA e o AUA tém efeitos similares e causam problemas de traducéo
em E. Coli, durante a expressao de proteinas heterélogas (KANE, 1995).

Carsten-Peter (2000) relata em seus estudos que codons raros Sao um
obstaculo para a eficiente expressdo de genes heterélogos em E. coli. Nos
genomas ricos em GC arginina ou AGG AGA e cédon da prolina CCC como nos

mamiferos, freqientemente afetam expresséo genética em bactéria.
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Expressar o gene do P. falciparum em especial em E. coli, tem sido muitas
vezes um desafio, devido a cdédon raros existentes nesses organismos (MUSTO et
al., 1999).

O gene do P. falciparum tem uma regiao rica de A-T no genoma, cerca de
80%, o que tem feito em muitos casos a expressao heteréloga em E. coli muito
dificil e certos codons que sao preferencialmente utilizadas por P. falciparum
raramente sdo utilizados por E. coli , em nivel alto de expresséo. (BACA & HOL,
(2000).

Tém sido demonstrados que codons raros diminuem consideravelmente os
niveis de expressdo em proteinas recombinantes para E. coli por causa de
translacdo, mais o problema pode ser superado com o0 uso da engenharia
genética (MUSTO et al, 1999).

A polarizacdo do cdédon afeta a expressdo de proteinas heterélogas
gerando um baixo nivel expressdo da proteina ou expressao truncada dos
produtos em corpos de inclusédo. Assim, as células de E. coli, essencialmente, ndo
tém bastantes moléculas do tRNA para sintetizar eficientemente a proteina
heter6loga (CINQUIN et al, 2001).

As polarizacdes do uso de coédons raros sdo associadas com 0s VArios
fatores bioldgicos, tais como o nivel da expressdo de gene, o comprimento do
gene, o sinal da iniciacdo da traducdo do gene, a composicdo de acido aminado
da proteina, a estrutura da proteina, a abundancia do tRNA e as composicfes de
GC do organismo hospedeiro (RAMOS,2006).

Neste estudo, mesmo utilizando-se do gene sintético da PfCS foi
necessario a realizacdo de inUmeros testes de expressdao, utilizando diferentes
protocolos e condi¢cdes como: temperatura, inducédo de expressdo com diferentes
concentracdes de IPTG e diferentes cepas de E. coli.

Resultou destes experimentos que a melhor condicdo para expressao da
proteina foi observada na cepa BL21(DE3) pLys por inducdo com IPTG 0,1M/mL
por 3 horas e 30 minutos a 37C°, no entanto a proteina foi expressa na forma
insolavel, apresentando como corpos de incluséo.

Apesar disso, ao contrario dos estudos realizados anteriormente nesta
dissertacdo com o gene natural, os estudos com o gene sintético da proteina
PfCS foram obtidos resultados satisfatérios, como pode ser constatado pela

transformacao, digestéo, expressao e purificacdo desta proteina.
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O uso de organismos procariotos como hospedeiros desencadeia uma
série de limitagbes dificultando o processo de expressdo heteréloga de genes
eucarioto, por ndo processarem adequadamente a informacdo genética e nao
configurarem corretamente a proteina recombinante sintetizada (MARQUES,
2005).

Esta técnica é amplamente utilizada devido a simplicidade, ao baixo custo
e ao potencial em expressar grandes quantidades de proteina alvo. Entretanto, a
producdo de proteinas exdgenas em E. coli pode conduzir a formagéo de corpos
de inclusdo (MARQUES, 2005), pois a maquinaria de ligacdo de proteina e a
condigéo corformacional em procariotos séo diferentes dos eucariotos, o que leva
muitas vezes a expressao de proteinas inativa de agregados insoluveis, devido a
formacdo de pontes de sulfeto e modificacdes poés-traducionais (BANEYX &
MUJACIC, 2004)

Como relatado em seus estudos em expressao da proteina GM-CSF,
Schwanke (2008), concluiu que a formacédo dos corpos de inclusdo é considerada
vantajosa uma vez que o0s isolamentos de agregados homogéneos séo
constituidos praticamente a proteina de interesse, segundo o autor € uma
maneira conveniente e efetiva de purificar proteinas de interesse.

A formacdo de corpos de inclusdo que transforma em muitas vezes a
enzima inativa possui algumas vantagens, pois alem de produzir altos niveis de
expressdo, esse processo pode ser revertido para o correto dobramento da
proteina e sua forma biologicamente ativa podem ser obtidos a partir dos corpos
de inclusdo por completa desnaturacdo, seguida de renaturacao in vitro, através
da solubilizacdo que pode ser alcancada com ajuda de agentes desnaturantes
como: uréia e cloreto de guanidina (TSUMOTO et al., 2003).

A renaturacdo segundo Vanz (2008) pode ser alcancada por diminuicao
gradativa da concentracdo do desnaturante utilizado troca de tampéo, utilizando-
se a didlise

A proteina PfCS com peso molecular de 68,6 kDa, foi expressa na forma
de proteina recombinante fusionada a uma calda de poli-histidina, ficando na
forma de corpusculo de inclusdo que foi desnaturada com uréia 8 M e purificada
em coluna de afinidade em niquel NI-NTA, onde foi obtido um semi-purificado

com nivel elevado de pureza.
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Este grau de pureza foi possivel pela utilizacdo de uma calda de poli-
histidina, que permite a utilizagdo de tampdes contendo uréia 8 M sem grandes
interferéncias na afinidade da coluna.

Apos purificacdo, o teste de Western Blot apresentou além da confirmacéo
da purificacdo parcial da PfCS bandas inespecificas, provavelmente derivadas de
produtos da degradacdo da proteina recombinante, que pode ser solucionado
adicionando-se inibidores de proteases durante a lise e transformagao da E. coli,
ou monitorando a velocidade e temperatura na purificacdo, como também outros
protocolos disponiveis.

Yadava & Ockenhouse (2003) fez a comparacdo da expressdo de gene
otimizado em relagcdo aos genes nativos do P. falciparum em Pichia pastoris e E.
coli. © genoma do Plasmodium rico em AT e a disparidade resultante no uso com
sistemas geral de expressao (E. coli) acarretam em dificuldades de expressao dos
genes de Plasmodium em sistemas heterdlogos, onde foi obtido um resultado
superior em P. pastoris, porém, ambos apresentaram a proteina insoluvel.

Fitzpatrick et al., (2001) usou em experimentos pGEX-G como vetor de
expressdo. A expressdo neste vetor cria proteinas de fusdes C-terminal a
glutationa S-transferase da (GST), devido o gene do P. falciparum possuir cédons
raros para uso de residuos da arginina e de isoleucina, a transformacao no vetor
pPGEX-G-PfaroC em células de E. coli BL21 (DE3), que é o protocolo convencional
para este sistema, conduziram a um resultado negativo, detectavel em expressao
da proteina de fusdo do P. falciparum. No mesmo estudo Fitzpatrick et al., (2001)
conseguiram a expressdo bem sucedida em E. coli BL21CodonPlus (DE3) RIL
(Stratagene-USA), as quais carregam os tRNAs raros exigidos para eficiente
traducao deste gene do P. falciparum.

Neste estudo, também foi obtido resultados bem sucedidos utilizando-se a
cepa de células BL21 (DE3) pLys de E. coli. Estas reconhecem tRNAs arginina,
isoleucina, leucina e codons AGA / AGG, AUA, e CUA, respectivamente, cédons
raramente utilizados pela E. coli.

A otimizagdo do gene hospedeiro através da biologia sintética séo
modificacdes que permitem a expresséo de nivel elevado de muitas proteinas que
sao dificeis de expressar nos hospedeiros convencionais de E. coli ( MATTIOLI,
2008).

50



Segundo Caruso (2007) ha proteinas produzidas em bactérias que tem sua
atividade completamente revertida, no entanto, outras sdo inativas. Também
podem ser insollveis, toxicas para a célula hospedeira ou expressar em baixos
niveis ou ainda se tornar proteinas de fuséo inibindo-as de se ligar a resina de
afinidade, tornando-se uma proteina de dificil purificacdo. Adverte que nestes
casos, procedimentos para atenuar estes problemas devem ser bem estudados a
fim de emprega-los convenientemente e ndo comprometer o estudo cientifico da

proteina de interesse.
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6.0 — CONCLUSADO.

v A clonagem e expressdo do gene natural da proteina Corismato
Sintase de P. falciparum é de dificil realizacdo, considerando o tamanho

do gene com 1.584 pares de bases;

v" A sintese génica é uma técnica que se mostrou eficiente na
clonagem e expressdo do gene da proteina corismato sintase de P.
falciparum em sistema procarioto, onde as etapas de clonagem e
expressdo heterologa em E. coli BL21(DE3)pLys resultou em grandes

guantidades de produto da proteina PfCS na forma insoluvel.

v' O sistema de expressdo em procarioto apresenta vantagem em
relacdo a custos e grandes quantidades de proteinas obtidas, porém
apresenta-se na maioria das vezes proteinas na forma de corpos de

incluséo ou dificulta o processo de solubilizacao e purificacao.

v A utilizacdo de produto desnaturante pode afetar a atividade da
proteina, cuja finalidade € o uso como alvo quimioterapico, necessitando

de outros protocolos de solubilizac&o.

v A purificacdo da proteina corismato sintase de P. falciparum PfCS,
foi obtido um semi-purificado com nivel de pureza elevado através da
coluna niquel Ni-NTA, certificando-se que a metodologia pode ser

aplicada para purificacdo de proteina recombinantes.
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