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Resumo

A Purina Nucleosideo Fosforilase (PNP) catalisa a fosfordlise de
nucleosideos de purina para suas respectivas bases e acgucares (ribose ou
desoxirribose) 1-fosfato. A PNP desempenha uma fungao central no metabolismo
das purinas, normalmente operando na via de recuperacdo do DNA das células.
Mais ainda, a PNP cliva ligagdes glicosidicas com inversdo da configuragcédo para
produzir a-ribose 1-fosfato. Acredita-se que no organismo do Mycobacterium
tuberculosis a PNP desempenha tarefas similares, o que levanta o interesse em
desenvolver ciéncia que dé suporte para o desenvolvimento de drogas baseadas
na estrutura desta proteina.

A proteina € um homotrimero simétrico com um arranjo triangular das
subunidades, similar as PNPs triméricas de mamiferos. Cada mondémero consiste
de um enovelamento a/f formado por onze fitas 3 circundadas por oito hélices a.

O estudo desta PNP visa proporcionar comparacdes com outras
estruturas, na intencado de identificar as bases estruturais de possiveis diferencas
ou similaridades funcionais entre esta e outras PNPs, num esforco para
desenvolver pesquisa que dé suporte para o desenho de novas drogas mais

seletivas e poderosas contra a tuberculose.



Abstract

The Purine nucleoside phosphorylase (PNP) catalyses the phosphorolysis
of purine nucleosides to corresponding bases and ribose 1-phosphate. PNP plays
a central role in purine metabolism, normally operating in the purine salvage
pathway of cells. Moreover, PNP cleaves glycosidic bond with inversion of
configuration to produce a-ribose 1-phosphate. It is believed that in the MtPNP is
responsible for the same labor in the Mycobacterium tuberculosis organism, which
arouses the interest in developing science for giving support to the development of
structure based drugs.

The protein is a symmetrical homotrimer with triangular arrangement of the
subunits, similar to the trimeric mammalian PNPs. Each monomer consist of a a/p
folding formed by eleven (3 sheet surrounded by eight a helices.

The study of this PNP aims the possibility of caring out comparisons with
other structures, in order to identify the structural basis of possible differences or
functional similarities between this and other PNPs, in an effort to develop research
which gives support to the design of more selective and powerful new drugs

against tuberculosis.



1. INTRODUCAO

1.1. A Tuberculose
A tuberculose causa oito milhées de novas infeccdes e mata dois milhdes
de pessoas anualmente, em todo o mundo, segundo a Organizagdo Mundial de

Saude (OMS) (http://www.oms.int). Estima-se que, aproximadamente, dois bilhdes

de individuos, um tergco da populagdo mundial, estejam infectados com a
tuberculose em sua forma latente. A tuberculose ressurgiu no final dos anos
oitenta e foi declarada emergéncia global pela OMS. A alta susceptibilidade das
pessoas infectadas com a sindrome da imunodeficiéncia adquirida (AIDS) a
doenca e a proliferagao das cepas resistentes a multidrogas criaram um interesse
mundial na expansdo dos atuais programas de pesquisa sobre a tuberculose.
Novos agentes antimicobacteriais sdo necessarios para o tratamento dos
infectados com tais cepas mutantes resistentes as drogas ja existentes, para a
reducdo do tempo de tratamento e para a diminuicdo das complicacbes e dos
efeitos colaterais sentidos pelos pacientes (SHI et al, 2001).

A tuberculose € uma doenca infecciosa cronica causada por varias
bactérias do género Mycobacterium. A forma mais freqliente da doenca é a
tuberculose pulmonar, causada pelo Mycobacterium tuberculosis (bacilo de Koch),
mas podem ocorrer ainda lesdes cerebrais, lupus e outras complicagdes, algumas

vezes produzidas pelo bacilo de Koch e outras vezes pelo bacilo de origem bovina

(Mycobacterium bovis) (http://www.oms.int).



1.2. A Purina Nucleosideo Fosforilase

Desde os primeiros relatos estruturais, Purina Nucleosideo Fosforilases
(PNPs) de varias origens tém sido estudadas, analisadas e cogitadas como
potenciais alvos para o desenho racional de drogas. A importancia dessa proteina
esta no fato de que as PNPs ndo mostram nenhuma modificagdo em suas
estruturas mesmo quando as proteinas sdo extraidas de formas mutantes (cepas
mutantes) do mesmo organismo. Pode-se, ainda, enfatizar a similaridade das
estruturas e a atividade funcional da proteina em diferentes organismos.

O desenvolvimento do conhecimento acerca da Purina Nucleosideo
Fosforilase (PNP) exige esforgos principalmente no tocante aos estudos
estruturais. Grande parte desses estudos, que vém sendo feitos por diversos
grupos de pesquisa em todo mundo, destaca a PNP humana (HsPNP) (EALICK et
al., 1990) como propulsora do grande numero de estruturas que viriam em
seguida. Existem hoje 14 estruturas da HsPNP depositadas no Banco de dados de
proteinas (PDB) (cddigos de acesso: 1ULA, 1ULB, 1M73, 1PF7, 1PWY, 1RCT,
1RFG, 1RR6, 1RSZ, 1RT9, 1V2H, 1V3Q, 1V41 e 1V45).

Um outro caminho a ser seguido é a solugédo e analise de estruturas de
diferentes organismos, o que em conjunto com estudos bioquimicos, fisiologicos e
enzimaticos pode contribuir para a resposta de diversas questdes acerca da
funcdo de cada componente estrutural (FADEL, 2000). Com o intuito de
possibilitar conhecimentos mais aprofundados sobre os diversos organismos alvo,
para o desenvolvimento de ciéncia de verdadeira relevancia, iniciou-se entdo uma

corrida na diregdo dos dados cristalograficos de alta resolug&o, o que perdura até



hoje. Assim, estruturas de enzimas similares, porém de diferentes organismos,
vém sendo resolvidas e analisadas a cada dia.

A Purina Nucleosideo Fosforilase (PNP) catalisa a fosforélise de
nucleosideos de purina para suas respectivas bases e acgucares (ribose ou
desoxirribose) 1-fosfato. A PNP desempenha uma fungdo central no metabolismo
das purinas, normalmente operando na via de recuperacdo do DNA das células. A
enzima é especifica para nucleosideos de purina na configuragdo 3 e exibe
preferéncia por ribosil contendo nucleosideos relativos aos analogos arabinose,
xilose, lixose e estereoisdmeros. Mais ainda, a PNP cliva ligagdes glicosidicas
com inversao da configuragao para produzir a-ribose 1-fosfato (STOECKLER et
al., 1980; BZOWSKA et al., 1990; DE AZEVEDO et al., 2003). A reacédo enzimatica

catalisada pela PNP é mostrada na Figura 1.1.

Nucleosideo de Purina Baze Purica

o- D-pentose-1-fosfato

Figura 1.1 — Reagao enzimatica catalisada pela PNP: B-purina nucleosideo + P; =
base purica + a-D-pentose-1-fosfato.



A PNP catalisa a fosfordlise de muitos nucleosideos analogos (EALICK et
al., 1990), sendo que inosina, guanosina e desoxiguanosina sdo 0s principais
substratos fisioldgicos para PNPs de mamiferos (DOS SANTOS et al., 2003). As
PNPs tém sido isoladas e purificadas de uma variedade de fontes, incluindo
organismos procarioticos e eucarioticos. As PNPs de mamiferos exibem uma
estrutura trimérica com peso molecular sempre em torno de 100 kDa, enquanto as
PNPs de bactérias exibem, geralmente, uma estrutura hexamérica com peso
molecular em torno de 150 kDa. Ambas diferem em relagdo a estrutura
quaternaria, subunidades e seus substratos especificos. A enzima bacteriana
utiliza adenosina e purina arabinose como substrato, enquanto a de mamiferos é
mais eficiente na sintese de guanosina, inosina e seus analogos (EALICK et al.,
1991).

Adenosina e desoxiadenosina ndo sao degradadas pelas PNPs de
mamiferos. Os nucleosideos e nucleotideos sdo deaminados pela adenosina
deaminase (ADA) e pela adenosina monofosfato deaminase (AMP) para seus
derivados de inosina correspondentes, 0s quais, por sua vez, podem ser mais
degradados (CANDURI et al., 2004). Em humanos, a PNP é somente uma rota
para degradacéo de desoxiguanosina e a deficiéncia genética desta enzima causa
a imunossupressao, mediada pelas células T (MORRIS & OMURA, 2000).

Processos bioquimicos envolvendo nucleotideos e precursores de
nucleotideos sdo algumas das reagdes mais importantes e fundamentais para a
funcéo e sobrevivéncia do organismo (PARKS & AGARWAL, 1971). A descoberta
da reagao enzimatica responsavel pela clivagem da ligagao glicosidica € atribuida

a Levene e Medigreceanu em 1911. Kalckar, em 1945, mostrou o segundo



produto da reacdo como sendo ribose-1-fosfato em vez de ribose como se
esperava na época. Esta nova evidéncia forneceu argumentos para afirmar que a
clivagem glicosidica era devido a fosforolise enzimatica, ao invés da hidrolise, e foi

confirmada pelo proprio Kalckar em 1947 (PUGMIRE & EALICK, 2002).

1.3. Metabolismo

Na sintese de novo de ribonucleotideos de purina a formacido de
adenosina monofosfato (AMP) e guanosina monofosfato (GMP), a partir de inosina
monofosfato (IMP), é irreversivel, mas bases puricas, nucleosideos e nucleotideos
podem ser interconvertidos através da atividade de PNP, ADA e hipoxantina-
guanina fosforribosil transferase (AVARBOCK et al., 1999). A deficiéncia ou
inibicdo da PNP, entdo, levaria a ndo conversado de desoxiguanosina (dGuo) em
guanina (Gua), acarretando no acumulo de desoxiguanosina trifosfato (dGTP) o
que inibiria alostericamente a enzima Ribonucleotideo redutase e,
consequentemente, a sintese de DNA celular (Figura 1.2) (BZOWSKA et al.,

2000).



Figura 1.2 — Efeitos metabdlicos da deficiéncia ou inibicdo da PNP, levando ao

U

da sintese do DNA celular (BZOWSKA et al., 2000).

No que concerne ao metabolismo humano de nucleosideos de purina, as
recorrentes deficiéncias hereditarias das enzimas citoplasmaticas ADA ou PNP
causam anormalidades que sdo seletivamente toxicas para linfocitos e resultam
em doengas no sistema imunoldgico. Ambas condi¢gdes sao herdadas numa forma
autossémica recessiva, e resultam de mutagdes em genes estruturais localizados
nos cromossomos 20q (ADA) e 14q (PNP) (HERSHFIELD & KREDICH, 1980).

Quinases para inosina, guanosina, e desoxiinosina ndo ocorrem em
células de mamiferos, e significante fosforélise da desoxiguanosina provavelmente
ocorra somente em condi¢cdes deficientes de PNP (HERSHFIELD & KREDICH,

1980).



E importante citar que, com a reacdo catalisada pela ADA, ambos ribo e
desoxirribonucleosideos de purina sao convertidos pela PNP a via de recuperagao
para formar somente ribonucleotideos, para que entdo a subsequente producao
de desoxirribonucleotideos para sintese de DNA seja regulada alostericamente
pela enzima Ribonucleotideo redutase (BZOWSKA et al., 2000). A falta de
qualquer dNTP pode levar a célula a sofrer apoptose, ao passo que 0 excesso &
mutagénico. Assim, a probabilidade de um dado dNTP ser erroneamente
incorporado em uma cadeia de DNA, que esta sendo sintetizada, aumenta com a

concentragdo relativa a dos outros dNTPs (VOET & VOET, 2000).

1.4. Propriedades da PNP

PNPs de diversas fontes, com diferentes especificidades, tém sido
identificadas e purificadas. E por causa da énfase recente dada ao genoma
funcional das espécies, devido a sua maior correlagdo com a estrutura do que com
a identidade das sequéncias, tentativas de classificagao tém sido feitas com base
na massa molecular (M;), composi¢do da unidade biolégica e especificidade dos
substratos (BZOWSKA et al., 2000). Foi feita também a classificagdo em familias
com base no enovelamento de nucleosideo fosforilases (Purina e Pirimidina
Nucleosideo Fosforilases) (PUGMIRE & EALICK, 2002).

As PNPs foram classificadas em duas categorias com base em diversos
critérios e em alguns estudos cristalograficos como segue (BZOWSKA et al.,
2000):

a) Homotriméricas de baixa massa molecular (M, ~ 80-100 kDa), especificas

para a catalise de 6-oxopurinas e seus nucleosideos e analogos, tendo



como fontes principalmente mamiferos (humano, bezerro) e algumas

bactérias (Cellulomonas sp., Mycobacterium tuberculosis).

b) Homohexaméricas de alta massa molecular (M, ~ 110-160 kDa) e uma
maior especificidade que ocorre para 6-oxo e 6-aminopurinas, sendo
encontrados em bactérias (Salmonella typhimurium, Escherichia coli).

Outras PNPs nao sao incluidas nesta classificagao pois apresentam
estruturas quaternarias diméricas, triméricas, tetraméricas, pentameéricas e
hexaméricas, com diferentes especificidades para substratos, e estdo presentes
em algumas bactérias, em mamiferos e em parasitas (BZOWSKA et al., 2000; SHI
et al., 2004) (Figura 1.3).

Ainda sobre classificagao, estudos estruturais com nucleosideo fosforilases
mostram a descoberta de somente dois possiveis enovelamentos, os quais
provéem as bases para a definicdo de duas familias distintas: a familia
Nucleosideo Fosforilase | (NP-I) compreendendo enzimas que compartilham
enovelamento comum da subunidade em estruturas a/f e apresentam estruturas
quaternarias triméricas ou hexaméricas, sendo que membros da familia NP-I|
aceitam um intervalo de nucleosideos de purina, tanto quanto pirimidina e uridina.
E a familia Nucleosideo Fosforilase II (NP-lII) como aquelas enzimas que
apresentam estrutura quaternaria dimérica, onde cada subunidade caracteristica
consiste de um pequeno dominio a separado por uma grande fenda de um
dominio a/f3 maior, e aceitam como substratos timidina e uridina em organismos
inferiores mas sao especificos para timidina em individuos superiores, incluindo

humanos (PUGMIRE & EALICK, 2002).



Figura 1.3 — Possiveis enovelamentos da Purina Nucleosideo Fosforilase. A
estrutura dimérica (A) € uma Pirimidina Nucleosideo Fosforilase do Bacillus
stearothermophilus. A estrutura trimérica (B) é uma Purina Nucleosideo
Fosforilase do Mycobacterium bovis. A estrutura hexamérica (C) é uma purina
Nucleosideo Fosforilase da Escherichia coli.
1.5. Mecanismo Cinético

Uma caracteristica comum da reagao catalisada pela PNP é que ela possui
um mecanismo cinético complexo. Tal comportamento é observado para todas as
PNPs inclusive quando o substrato variavel € o fosfato. Isto pode ser referido

como a ativagdo do substrato a altas concentracbes e cooperatividade

(BZOWSKA et al., 2000).



Apesar de nao obedecer linearmente a cinética de Michaelis-Menten, tal
tratamento é utilizado para a obtencédo de dois conjuntos de constantes cinéticas
para as PNPs bovina (valores de K, e Vinax para a ligagéo do nucleosideo e para o
fosfato) e humana (valores obtidos diretamente em diferentes concentracdes de
fosfato), a partir de concentragdes baixas e altas dos substratos, os quais séo
variados separadamente dentro de um intervalo de concentragdo. Nao esta claro
se os pares de constantes sao devidos a uma nao-equivaléncia dos sitios ativos
ou outras razdes (BZOWSKA et al.,, 2000), ou a uma dissociagao induzida por
substratos do trimero em monémeros (ROPP & TRAUT, 1991).

Anadlises das estruturas da PNP demonstram que o sitio ativo esta
localizado em uma cavidade enterrada na proteina, na interface entre duas
subunidades. O subsitio da purina localiza-se mais internamente, evitando contato
com o solvente. Existe ainda uma ordem de ligagc&o dos substratos e liberagao dos
produtos, na qual o subsitio da purina parece ser bloqueado quando ocorre o
complexo PNP-ribose-1-fosfato, que resultaria em um complexo dead-end. Por
outro lado, a ligagdo inicial da purina pode resultar em uma mudanga
conformacional que promova também intera¢des adicionais entre a PNP e ribose-
1-fosfato. Assim, ha suporte para considerar a ligagdo ordenada na diregao
sintética, com a ligagdo da base purica precedendo a ligagcéo de ribose-1-fosfato

(Figura 1.4) (ERION et al., 1997).
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mvitro

Sintese

Fosfordlise

I vive

Figura 1.4 — Possiveis ordens de ligacdo dos substratos, nas diregdes fosforolitica
e sintética (ERION et al., 1997).

Estudos de efeitos de is6topo cinético para fosfordlise e arsendlise
indicam que a reagao procede por um mecanismo do tipo substituicdo nucleofilica,
passando necessariamente por um estado de transi¢cdo, no qual o anel de ribose
possui carater de ion oxocarbenio, sendo, provavelmente, a liberagdo da purina a

etapa limitante da reacdo (PORTER et al., 1992; KLINE et al., 1993).

1.6. A PNP do Mycobacterium tuberculosis
Uma proteina de sequéncia homodloga a da PNP humana foi identificada
no genoma do Mycobacterium tuberculosis. O genoma do Mycobacterium

tuberculosis € composto por 4 411 529 pares de base e contém 3924 genes.
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Baseado em homologia de sequéncias, fungdes bioquimicas foram atribuidas a
aproximadamente 40% das proteinas previstas, enquanto similaridades com
outras proteinas descritas foram encontradas para outros 44% e os 16% restantes
nao mostraram semelhanga com nenhuma proteina conhecida e podem ainda
guardar proteinas com fungdes micobacteriais especificas (COLE et al., 1998).
N&o existe ainda literatura especifica sobre a bioquimica e a fisiologia da
PNP do Mycobacterium tuberculosis (MtPNP), o que incentiva a pesquisa e abre
portas para estudos futuros acerca da proteina. Acredita-se, porém, que a MtPNP
também age especificamente na via de recuperagdo do DNA do Mycobacterium
tuberculosis e assim desperta grande interesse no que concerne a compreensao
de todo seu mecanismo de acdo e inibicdo. Isso nos leva a especular sobre a
possibilidade de desenho racional de drogas a partir de ensaios enzimaticos com

a proteina e da estrutura tridimensional da MtPNP.
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2. Objetivos

Este trabalho tem como objetivos a cristalizagao e a solugao da estrutura
tridimensional da Purina Nucleosideo Fosforilase expressa do Mycobacterium
tuberculosis (MtPNP). O estudo desta PNP visa proporcionar comparagbes com
outras estruturas na intencdo de identificar as bases estruturais de possiveis
diferencas ou similaridades funcionais entre esta e outras PNPs, num esforgo para
desenvolver pesquisa que dé suporte para o desenho racional de novas drogas

mais seletivas e poderosas contra a tuberculose.
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3. Materiais e Métodos

A proteina foi gentilmente cedida pelo Prof. Dr. Dibgenes Santiago Santos
e pelo Prof. Dr. Luiz Augusto Basso, Departamento de Biologia Molecular e
Biotecnologia (UFRGS), Porto Alegre — Brasil, ligado a Rede Brasileira de
Pesquisa em Tuberculose. A MtPNP foi obtida a partir de métodos de clonagem,
expresséo e purificagdo (Basso et al., 2001).

A massa molecular da MtPNP foi estimada em 80 000 Da. A massa
molecular determinada por experimento de espectrometria de massa para o
monémero da MtPNP foi de 27 437 Da, muito proximo da massa molecular

prevista que era de 27 571 Da.

3.1. Cristalizagcdo de Macromoléculas biolégicas

Biocristalografia € a aplicagdo das técnicas de difragdo de raios X para
cristais de macromoléculas biolégicas. O uso desta técnica, juntamente com
estudos bioquimicos, tem contribuido para esclarecer a base molecular da
atividade bioldgica destas macromoléculas (BLUNDELL & JOHNSON, 1976).

Para se determinar a estrutura tridimensional de uma macromolécula por
técnicas de difracdo de raios X, € essencial a obtencdo de monocristais de
tamanho apropriado para a coleta de dados de difracdo de raios X. Como o
numero de variaveis envolvidas no processo de cristalizagdo € muito grande
(como concentracdo de sal, temperatura, pH, agentes precipitantes e aditivos)
encontrar as condicdes ideais pode levar dias, meses, anos ou pode ainda nunca

acontecer (BLUNDELL & JOHNSON, 1976).
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Para cristalizar uma macromolécula em um determinado solvente, é
necessario leva-la lentamente a um estado de supersaturacdo. As fases deste

processo estdo ilustradas no diagrama abaixo (Figura 3.1).

zona de precipitacio

zona de tucleacio

zona metaestavel

o
H
i}
=
o
ES
=5
L
=
o
Eo
[
5
=
[}
[}
=]
L=
[

Clmva de solubilidade = saturacio

Batza saturaciio

Concentragio de sal

Figura 3.1 — Representacdo esquematica de um diagrama de solubilidade,
ilustrando as regides de variacdo da solubilidade de uma proteina quando a
concentragao do agente cristalizante é alterada.

Cristalizacdo € um processo de ordenagcdo no qual as moléculas
assumem posicoes regulares no estado sélido. Um processo de cristalizagdo pode
ser considerado como um equilibrio dinamico entre as particulas no estado liquido
e no estado solido. Sendo assim, o cristal cresce quando o equilibrio é deslocado
no sentido de solidificacao.

A curva de solubilidade divide as regides de baixa saturagdo e de
supersaturagdo. Na regido de baixa saturagcdo a macromolécula néo sera
cristalizada. Logo acima se encontra a regidao de supersaturagcéo, que é dividida

em trés zonas: zona metaestavel, zona de nucleacdo e zona de precipitagao.
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Quando a supersaturacdo € alcancada rapidamente, a proteina em solugcao
precipita, no entanto, quando a supersaturagao é alcancada lentamente, a solugao
de proteina alcanga a zona de nucleagado, onde se formam os nucleos (primeiros
agregados ordenados de proteina). Conforme a solubilidade da proteina diminui,
0s nucleos atingem a zona metaestavel, onde ocorrera o crescimento do cristal
(DUCRUIX & GIEGE, 1992).

O uso de cristais na biologia estrutural veio depois de 1934, quando
Bernal e Crowfoot produziram o primeiro padrdao de difragdo de raios X de uma
proteina, o da pepsina. Desde entdo, representantes de muitas familias de
macromoléculas tém sido cristalizadas (DUCRUIX & GIEGE, 1992).

O principal objetivo da cristalizagdo de uma macromolécula € o seu
estudo por técnicas de cristalografia por difracdo de raios X. Este passo é
fundamental para o desenvolvimento de estudos acerca da estrutura
tridimensional de pequenas moléculas e proteinas. A cristalizagdo € umas das
etapas mais criticas no processo de solugao da estrutura de uma macromolécula
e, geralmente, a que despende mais tempo.

A cristalizacdo de macromoléculas € composta, basicamente, por trés
passos distintos: nucleagao, crescimento e término do crescimento. Devido ao fato
de que proteinas e acidos nucléicos necessitam de pH e forga idnica definidas
para a sua estabilidade e fungao, cristais de macromoléculas devem ser crescidos
a partir de solugdes aquosas complexas. A cristalizacdo comega com a nucleagao
e as condigbes para se atingir a nucleagdo séo, algumas vezes, dificeis de se
repetir e, desta forma, os procedimentos de semeadura com um material cristalino

pré-formado se fazem necessarios. Em alguns momentos este é o unico método
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para se obter resultados reprodutiveis. A nucleacdo requer um estado de
supersaturagcdo maior do que aquele da fase de crescimento (DE AZEVEDO,
1997).

O término do crescimento de um cristal de macromolécula pode ter
diversas causas, desconsiderando as triviais como a remogao da macromolécula
do meio de cristalizac&o, por exemplo. Entre essas causas temos os defeitos de
crescimento, o envenenamento das faces e o envelhecimento da macromolécula

(DE AZEVEDO, 1997).

3.2. Técnicas de Cristalizagcdo de Macromoléculas Biologicas

Existem muitas técnicas de cristalizagdo de macromoléculas bioldgicas,
porém todas tém como objetivo trazer a solu¢do da macromolécula a um estado
de supersaturagao. As principais técnicas sao: difusao de vapor e dialise.

A técnica mais utilizada atualmente € a técnica de difusdo de vapor pelo
método chamado hanging drop vapor diffusion (Figura 3.2), que consiste em
‘pendurar” uma gota contendo a macromolécula a ser cristalizada, diluida em
tampao com o agente de cristalizagao e aditivos, em uma laminula e equilibra-la
contra um reservatorio contendo a solugdo do agente de cristalizagdo a uma
concentragao mais alta do que na gota. O equilibrio ocorre por meio de troca de
agua (da gota para o reservatorio), isto leva a uma diminuigdo do volume da gota
e, consequentemente, a um aumento na concentragao de todos os constituintes

da gota de cristalizacdo (DUCRUIX & GIEGE, 1992).
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Solucdo de protefna + Solucio do reservatdnio

— Solugdo oot precipitante

[
Eeservatdno

Figura 3.2 — llustragdo do método de difusdo de vapor “hanging drop vapor
diffusion”.

3.3. Cristalizacdo da MtPNP

3.3.1. MtPNP Apoenzima

A MtPNP foi cristalizada segundo condigdes previamente estabelecidas
(SHI et al., 2001). Resumidamente, a MtPNP (1uL a uma concentragdo de
25mg.ml”") contendo 5 mM NaH,PO, foi misturada com igual volume da solugéo
do poco que continha 100 mM de Tris, pH 8,0, 25% de PEG 3350 e 25 mM de

MgCL; e foi equilibrada contra 1,0 mL da solug&o do pogo (Figura 3.3).

Figura 3.3 — Foto do cristal da MtPNP apoenzima.
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3.3.2. MtPNP Complexada
A cristalizagc&o (co-cristalizacdo) da MtPNP complexada com o inibidor
Aciclovir repetiu a condigdo da MtPNP-PQO4 e o inibidor foi adicionado a uma razéo

molar (Inibidor:proteina) de 2:1.

3.4. Coleta e Processamento de Dados de Difracao de Raios X

Dados de difragdo de raios X de comprimento de onda igual a 1,4270A
foram coletados utilizando a fonte de luz sincrotron (ver Apéndice A) na estagao
CPr do Laboratério Nacional de Luz Sincrotron, LNLS, Campinas, Brasil
(POLIKARPOV & PERLES et al, 1998; POLIKARPOV & OLIVA et al, 1998),
utilizando um detector CCD. Os cristais foram montados em loops e apenas os
cristais de MtPNP-PO, foram protegidos criogenicamente com glicerol. Os demais
cristais ndo necessitaram de protecdo criogénica. O angulo de oscilagdo ¢ foi
sempre igual a 1° e o numero de imagens variou entre 120 e 160.

As imagens foram processadas usando o programa Mosfim e
escalonadas usando o programa Scala, ambos integrantes do pacote CCP4

(Collaborative Computational Project n°® 4).

3.5. Condicbes que Produzem Difracao

Os Bragg mostraram que um conjunto de planos paralelos, com indices

hkl e espagamento interplanar dny, produz um feixe difratado quando raios X de

19



comprimento de onda (A ) atingem os planos num angulo (8) e sao refletidos no
mesmo angulo, isto acontecera se 6 obedecer a seguinte condigao:
2d,,, sen6 = A
Os planos paralelos com espagamento interplanar dny sdo apresentados
no esquema da lei de Bragg (Figura 3.4). Admitiremos aqui a notagao casual para
a ilustracao de raios, assim dois raios (R € Ry) séo refletidos formando um angulo

6 com os planos.

R
Raios X R l Raios X

Incidentes Difratados
Rz Rz

Figura 3.4 — Representacao esquematica da lei de Bragg.

A satisfacdo da lei de Bragg para um conjunto de planos hkl tem
simplesmente como condi¢éo a coincidéncia do reticulo reciproco com a superficie
da esfera de reflexdo, chamada esfera de Ewald. Um ponto de difracdo s6 sera
considerado como tal se um ponto do reticulo reciproco passar pela esfera de
Ewald. Esta condicdo esta apresentada na representacdo esquematica da esfera

de Ewald (Figura 3.5).
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Raios X Difratados

Raios X Incidentes

Figura 3.5 — Esfera de Ewald interceptada por um ponto do reticulo reciproco, B.
No esquema O é a origem do reticulo reciproco, C é o cristal e A é o raio da esfera
(1/A).

3.6. O Problema da Fase

Para calcular a densidade eletrénica p(xyz) € necessario o conhecimento
do médulo do fator de estrutura (F(hkl)) e da fase do fator de estrutura (a(hki)).

Isso é enfatizado quando se escreve a equacao da densidade eletrénica que

segue:

00 00 00

p(xyz):é Y S > Flhk)expialhid Jexp—27i(hx + ky +12)

k=—00 h=—00 | =—00

Durante um experimento de difracdo de raios X sO se registram as
intensidades e toda informagao sobre a fase é perdida. Portanto, € impossivel

determinar a estrutura diretamente das medidas do padrao de difragao, visto que
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parte da informacéao esta perdida. O problema da fase é o problema basico de

qualquer determinagé&o de estrutura (DE AZEVEDO, 1997).

3.7. Substituicdo Molecular

A substituicdo molecular € um dos métodos disponiveis para se resolver o
problema da fase. Nesse método uma estrutura conhecida homéloga é ajustada
na cela unitaria da estrutura que se pretende resolver e as fases da estrutura
conhecida sdo usadas como uma primeira aproximagao para as fases na nova
estrutura. O ajuste do modelo se faz em uma procura em seis dimensdes, ou
graus de liberdade, que consistem basicamente em procuras de ordem rotacional
e translacional (DE AZEVEDO, 1997).

O modelo inicial (também chamado modelo de busca) a ser usado na
procura deve ser o mais homdlogo possivel da macromolécula a ser estudada. No
caso de proteinas, uma identidade igual ou superior a 50% de homologia deve ser
suficiente para a solugdo desta etapa. O maior problema com a utilizagdo de
modelos com baixa identidade esta na estimativa grosseira das fases do modelo a
ser estudado, o que pode causar problemas durante a etapa de refinamento da
estrutura a ser resolvida. Assim, a utilizacdo de modelos de busca de altissima
identidade com a macromolécula alvo é fortemente indicada. (RUSSO et al.,
1996).

A procura rotacional € feita no espaco de Patterson, que é obtido por
sintese de Fourier tomando-se como termos o quadrado dos fatores de estrutura e

assim temos que a fungéo de Patterson P(u) é da seguinte forma:
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P(u) = vi Z|F(H )” exp(27iH [w)

onde V é o volume da cela unitaria, F(H) é o fator de estrutura, H & um vetor

7

posicao do espaco reciproco e u € um vetor posi¢cao no espaco de Patterson.
Pode-se mostrar que no espacgo de Patterson os maximos correspondem aos
vetores entre os atomos da cela unitaria ao invés das posicdes absolutas dos
atomos na cela unitaria. Se considerarmos o mapa de Patterson de uma
macromolécula em uma cela unitaria, em geral, os vetores menores serao vetores

intramoleculares e os maiores serao vetores intermoleculares. Como a funcao de
Patterson é a transformada de Fourier de F(H )’ esta pode ser calculada a partir

de um conjunto de dados de difragdo, sem nenhuma informagéo sobre a fase.

Numa funcdo de rotacdo sé se quer considerar o0s vetores
intramoleculares, visto que todos os vetores no mapa de Patterson comegam na
origem e, por conseguinte, os vetores mais proximos da origem serao os
intramoleculares. Escolhendo-se criteriosamente o raio maximo no espago de
Patterson, onde sera feita a procura rotacional, as chances de se achar a rotacao
certa sdao aumentadas. O raio maximo no espago de Patterson € um dos
parametros de entrada para se efetuar a procura rotacional (BRUNGER et al.,
1992).

Outro parametro a ser observado € a faixa de resolugdo a ser usada no
calculo dos mapas de Patterson. Reflexdes de mais alta resolugdo diferem
marcadamente, mesmo entre estruturas com alta homologia, visto que essas

reflexdes trazem informagdes sobre os detalhes estruturais. Reflexdes de baixa

resolucdo refletem aspectos relacionados com a estrutura secundaria. Assim,
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pode-se inferir que nuances estruturais sdo dependentes da faixa de resolugao
que se pode utilizar tanto na substituicdo molecular quanto no refinamento, o que
na pratica implica em testar diversas faixas até que se encontre resultados
satisfatorios.

A partir destes e de outros parametros menos importantes o modelo pode
passar por um passo posterior de refinamento baseado na correlacdo de
Patterson (PC), ou coeficiente de correlagdo (CC). Neste momento o modelo é
tratado como um corpo rigido e sua orientagao (rotacao e translagéo) € definida de

forma a minimizar a funcéo E,_ (C C.t ) definida como:

E., =(@-cc(c,c.t))

2 ’
onde a CC & o coeficiente de correlagéo entre |E,|” e |E,..|* € é dada por:

ccle.ct S ab- (Y ay b)/N

)= azaz_ ,N] @Zb—zb /N] ﬁ

onde a=|E,|", b=|E e (C.C.,t;)" e as somatérias séo feitas sobre o conjunto

de reflexdes observadas. E,, representa os fatores de estrutura normalizados
observados e E,_, 0s fatores de estrutura normalizados do modelo. Os fatores

de estrutura normalizados s&o dados pela seguinte equagéo:

onde H é um vetor do espaco reciproco, f; os fatores de espalhamento atomico

e £ é um inteiro geralmente igual a 1, mas pode assumir outros valores para
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conjuntos especiais de reflexdes em certos grupos espaciais (STOUT & JENSEN,
1989).

O coeficiente de correlagéo (CC) tera valores de —1 (correlagéo inversa
perfeita), passando por 0 (sem correlagdo) e com o maximo de 1 (correlagado

perfeita). Assim, a minimizagdo da funcédo E,, leva a maximizacdo da fungéo
CC, ou seja, os parametros serdo ajustados de forma que haja uma maxima

correlagéo entre [E|” € |Epal”-

3.7.1. Determinacéo das Estruturas da MtPNP

As estruturas da MtPNP foram determinadas por substituicdo molecular
usando o programa AMoRe (NAVAZA et al., 1994). Este programa, também
integrante do pacote CCP4, compde-se das diversas etapas especificas do
procedimento da substituicido molecular, porém todas sdo executadas de maneira

automatica na interface grafica que foi utilizada (The CCP4 Program Suite).

3.8. Refinamento Cristalografico de Macromoléculas

O problema do refinamento cristalografico pode ser formulado como um
problema de otimizagdo quimicamente restrita ndo-linear. O objetivo é otimizar a
concordancia do modelo atdmico com os dados observados e com informacdes
quimicas preliminares (AGARWAL, 1978).

Num experimento bem sucedido obtemos do cristal informacdes sobre os
parametros da cela unitaria e sobre o médulo do fator de estrutura, normalmente

chamado de fator de estrutura observado ( F,,(hkl)), para cada reflexdo de indices
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hkl . Para a resolugcao de qualquer estrutura sdo necessarias, além da informacgao
do mddulo do fator de estrutura observado, informagdes sobre a fase do fator de
estrutura, as quais sdo perdidas no experimento de difracdo de raios X. Uma vez
que o problema da fase tenha sido resolvido, o passo seguinte na determinagéo
da estrutura cristalografica é o refinamento. No refinamento, as coordenadas

atomicas (x;,y;,z;) do modelo inicial séo usadas para o calculo do fator de

estrutura conforme a equacao:

F.(hk)= i f, expleri(hx, +ky, +1z, )

onde F_, € o fator de estrutura calculado, f; € o fator de espalhamento atémico e

hkl sdo os indices das reflexdes. O processo de refinamento visa trazer o valor de

F... © mais proximo possivel de F,, variando as coordenadas atdmicas e o fator

obs ?

de vibracdo térmica B, porém, sempre respeitando restricbes estereoquimicas e

eletrostaticas.
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4. Resultados e Discussao

4.1. Cristalizacao e Coleta de Dados de Difracédo de Raios X
4.1.1. Cristalizacéo e Coleta de Dados de Difracdo de Raios X da MtPNP-PO,4

Os cristais de MtPNP apoenzima foram os primeiros a serem obtidos e
apresentaram dimensdes de, aproximadamente, 0,5 x 0,6 x 0,7/mm. Dados de
difracdo de raios X foram coletados a 1,9A de resolugdo e, quando indexados,
mostraram pertencer ao grupo de Laue primitivo ortorrdbmbico P24242, com
parametros de cela a=117,9A, b=134,3A, c=44,2A e os angulos oa=p=y=90°
(valores finais obtidos apds o refinamento destes parametros, utilizando as cento e
vinte imagens coletadas). Os dados apresentaram ainda completeza de 90,7% e
Rsym=6,2%.

Sabendo que a unidade assimétrica contém um trimero de massa
molecular igual a 82 713 Da, estimou-se o volume de Matthews V,=2,1A%Da.
Assim, o volume parcial de solvente no cristal estudado era de 41,9%.

Nas cento e vinte imagens coletadas foram observadas 524 878

reflexdes, das quais 52 718 eram reflexdes independentes.

4.1.2. Cristalizacdo e Coleta de Dados de Difracdo de Raios X da
MtPNP-Acy-PO,

Nesta fase, ensaios de co-cristalizagao da MtPNP com o inibidor Aciclovir

(Acycloguanosine, 9-[(2-Hydroxyethoxy)methyl]-guanine) foram efetuados e

cristais similares em tamanho e formato aos cristais de MtPNP apoenzima foram

obtidos. A proteina, que ja continha 5 mM de NaH,PO,, foi adicionada uma
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quantidade de Aciclovir na propor¢cdo molar de 1:2 e esta solugédo foi misturada
com a solucédo do pogo, que continha 100 mM de tampéao Tris, pH 8,0, 25% de
PEG 3350 e 25 mM MgCl,, de forma que a gota consistia de 50% da solu¢éo de
proteina e 50% da solugdo do pogo. A gota foi equilibrada contra 0,6 mL da
solugao do pogo.

A difracéo dos cristais de MtPNP-Acy-PO, apresentou resolugéo de 2,1A
e mostrou que os cristais mantiveram o grupo espacial com parametros de cela
a=105,1A, b=135,7A, c=41,4A e angulos a=p=y=90° (valores finais obtidos apds o
refinamento destes parémetros, utilizando as cento e cinquenta imagens
coletadas). Os dados apresentaram ainda completeza de 94,8% e Rsym=5,8%.

Como os cristais ainda apresentavam um trimero, de mesma massa
molecular (82 713 da), na unidade assimétrica o volume de Matthews calculado foi
igual a 1,943Da™", o que possibilitou a determinagao do volume parcial de solvente
em 35,7%.

Nas cento e cinquenta imagens coletadas foram observadas 288 832

reflexdes, das quais 33 436 eram reflexdes independentes.

4.2. Substituicdo Molecular

ApOs o processamento e a interpretagdo dos conjuntos coletados iniciou-
se o procedimento de substituicdo molecular para a solugao do problema da fase.
A estrutura utilizada como modelo de busca para a substituicdo molecular da
MtPNP-PO, foi a estrutura da MtPNP complexada com 9-deazahypoxnatina,

Iminoribitol e fosfato (codigo pdb 1180). Para a substituicdo molecular do complexo
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MtPNP-Acy-PO4 utilizou-se a estrutura da MtPNP-PO,. Para a substituicdo
molecular foi utilizado o programa AMoRe (NAVAZA, 1994), do pacote de
programas CCP4 (Collaborative Computational Project n° 4) e os valores de
coeficiente de correlagao (CC) e Rsactor inicial sdo mostrados na tabela 4.1:

Tabela 4.1 — Valores obtidos na etapa de substituicdo molecular.

Substituicdo Molecular

CC Rfactor
(%) inicial a(®) B(°) ¥(°) Tx(A) Ty(A) T.(A)
° (%)

MtPNP-PO4 66,4 349 67,99 14,57 88,31 0,0997 0,2828 0,4258

MtPNP-Acy-PO4, 64,6 354 80,59 10,75 74,62 0,0804 0,3038 0,4098

4.3. Refinamento Cristalografico

O refinamento cristalografico das estruturas foi realizado com a utilizagéao
do programa REFMACS5 (MURSHUDOV et al., 1997), parte integrante do pacote
CCP4. O método de refinamento aplicado pelo REFMACS5 é o Método da Maxima
Verossimilhanga (The Maximum Likelihood Method) (FISHER, 1921) (ver
Apéndice B).

Os valores obtidos na etapa de refinamento cristalografico s&o mostrados

na tabela 4.2:
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Tabela 4.2 — Estatisticas dos refinamentos cristalograficos das quatro estruturas

da MtPNP.
MtPNP-PQO4
Faixa de Resolucéo 20A - 1,9A
Rfactor 19,00%
Riree 26,30%
N° de aminoéacidos (trimero) 788
N° de moléculas de agua (trimero) 457
N° de grupos de fosfato (trimero) 3
MtPNP -Acy-PO,

Faixa de Resolucgéo 20A - 2,1A
Rtactor 17,30%
Riree 26,30%
N° de aminoéacidos (trimero) 788
N° de moléculas de agua (trimero) 367
N° de grupos de fosfato (trimero) 3
N° de inibidores ligados (trimero) 3

4.4. Descricao das Estruturas

A MtPNP apresenta, nos dois momentos aqui descritos (MtPNP-PO4 e

MtPNP-Acy-PO4), uma estrutura simetricamente homotrimérica de arranjo

triangular das subunidades, assim como as PNPs de mamiferos. Cada mondémero

da proteina esta enovelado numa topologia do tipo a/f3, consistindo de onze fitas [3

circundadas por oito hélices a (Figura 4.1). As estruturas mostraram densidades

eletrbnicas bastante claras para trés grupos de fosfato, um por mondémero,

substancia que estava presente em altas concentragdes nas condicbes de

cristalizagao.
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Figura 4.1 — Diagrama do trimero (A) e do monémero (B) da PNP do
Mycobacterium tuberculosis complexada com fosfato.

Os trés sitios cataliticos independentes se encontram nas interfaces das
subunidades e sdo compostos por cinco residuos, Tyr92, Glu189, Met207, Asn231

e His243.

4.4.1. MtPNP-PO,4

Na etapa de refinamento cristalografico 457 moléculas de agua foram
adicionadas ao modelo e os trés sitios de ligagdo de fosfato foram preenchidos.
Assim, a estrutura de 788 aminoacidos foi refinada e ao final desta etapa
apresentou Rgcor de 19,0% € Rfree de 26,3%.

Analises do diagrama de Ramachandran ®-¥ para esta estrutura (Figura
4.1) indicaram que 92,3% dos residuos se encontram nas regides mais favoraveis,
6,8% dos residuos se encontram nas regides adicionalmente permitidas, 0,3% dos

residuos se encontram em regides generosamente permitidas e apenas quatro
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residuos (0,6%) estdo em regides nao permitidas no mapa. As analises do mapa
de densidade eletrénica (2Fops-Fcaic) de alta resolugdo (Figura 4.2) concordam com

as posic¢oes da Thr209, dos trés mondmeros, e da His68 do monémero A.

Figura 4.2 — Diagrama de Ramachandran ®-W para a estrutura da MtPNP-PQO4.
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Figura 4.3 — Densidade eletronica do residuo Tyr92, mostrando a importancia de
altas resolucdes. Mapa de densidade 2F,-F; 10(F).
4.4.2. MtPNP-Acy-POq4

Na etapa de refinamento cristalografico 367 moléculas de agua foram
adicionadas ao modelo, os trés sitios de ligagcado de fosfato foram preenchidos e as
moléculas do inibidor foram alojadas nas densidades eletrénicas correspondentes
em cada mondmero. Assim, a estrutura de 788 aminoacidos foi refinada e ao final
desta etapa apresentou Rfactor de 17,3% e Rfree de 26,3%.

A estrutura em questao apresenta 87,3% dos residuos nas regides mais
favoraveis do diagrama de Ramachandran ®-W¥ (Figura 4.3), 11,3% dos residuos
nas regides adicionalmente permitidas, 0,8% dos residuos nas regides
generosamente permitidas e outros quatro residuos (0,6%) em regides néao
permitidas do mapa. As analises do mapa de densidade eletronica (2Fops-Fcalc)
levam a crer na veracidade da estrutura, visto que apenas alguns aminoacidos do

N e do C terminal ndo ajustam perfeitamente com suas respectivas densidades
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eletrdnicas. Ha ainda de se destacar as densidades eletrbnicas do inibidor
Aciclovir (Figura 4.4), que se apresentaram bastante claras e com tamanhos e
formatos compativeis com a molécula. O inibidor tem uma area total de 196,342,

dos quais 123,0A% fazem contato com o sitio catalitico.

Figura 4.4 - Diagrama de Ramachandran ®-WW para a estrutura da
MtPNP-Acy-POg.
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Figura 4.5 — Densidade eletrbnica da molécula do inibidor Aciclovir ocupando o
sitio ativo no monémero A. Mapa de densidade F,-F. 40(F).
4.5. Comparacéo entre a MtPNP e a HsSPNP

O alinhamento das sequéncias da MtPNP e da HsPNP indica que os
residuos Tyr92, Glu189, Met207, Asn231 e His243 sdo conservados em ambas
estruturas.

A primeira estrutura cristalografica da PNP humana (EALICK et al.,1990)
indicou como sitio ativo as regides compreendidas entre os residuos 32-33, 84-88,
115-118, 200-201, 217-220, 243-244 e 257, juntamente com o residuo 159 da
unidade subjacente. A comparagdo da estrutura primaria da MtPNP com a
estrutura primaria da HsPNP indica a ndo conservagao da Lys244 (Figura 4.9).

A estrutura a 2,3A de resolugdo da PNP humana (DE AZEVEDO et al.,
2003) mostrou um posicionamento diferente do residuo Lys244, quando

comparada com a estrutura da PNP proposta por EALICK et al., 1990. Varios
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estudos de desenho de drogas baseados na estrutura usaram o sitio ativo definido
na estrutura de EALICK et al., 1990, inclusive levando em conta a interacido de
diversos inibidores com a Lys244 da HsPNP (MONTGOMERY, 1993).

Tomou-se, entdo, como referéncia as estruturas da HsPNP apoenzima
(codigo PDB 1M73) (DE AZEVEDO et al., 2003) e da HsPNP em complexo com
Aciclovir (cdédigo PDB 1PWY) (DOS SANTOS et al, 2003). Todas as
sobreposi¢coes e calculos de desvio foram realizados utilizando o programa
LSQKAb componente do pacote CCP4.

A estrutura primaria da MtPNP tem 34% de identidade com a estrutura
primaria da HsPNP (Figura 4.9), porém, as estruturas secundaria, terciaria e

quaternaria sao extremamente proximas (NOLASCO et al., 2004) (Figura 4.10).

Figura 4.6 — Alinhamento das estruturas primarias da MtPNP e da HsPNP feito
utilizando o programa MultAlin (CORPET, 1988). A identidade, mostrada em
vermelho, é de, aproximadamente, 34%.
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Figura 4.7 — Comparagdo dos mondémeros da HsPNP (A) e da MtPNP (B)
(NOLASCO et al., 2004).

Mesmo sendo de diferentes origens, ambas PNPs apresentam a
caracteristica estrutura trimérica das PNPs de mamiferos. Os sitios ativos da
MtPNP e da HsPNP (codigo de acesso no PDB: 1M73) sao formados,
exatamente, pelos mesmos residuos e estes estdo dispostos de forma idéntica
(NOLASCO et al., 2004) (Figura 4.11). Sobrepondo as estruturas observou-se um
RMSD de 2,5A, em média. Fazendo a sobreposicdo somente dos residuos que

formam o sitio catalitico do mondmero A observou-se, ainda, um RMSD de 0,9A.
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Figura 4.8 — Comparagao dos sitios ativos da HsPNP (em laranja) e da MtPNP

(em amarelo mostrando a legenda dos residuos) (NOLASCO et al., 2004).

4.6. Comparacao entre os complexos MtPNP:-ImmH-PO,4 e MtPNP-Acy-PO4
Tomou-se como referéncia a estrutura da MtPNP complexada com o

inibidor Imucilina-H (cédigo PDB 1G20). Todas as sobreposi¢des e calculos de

desvio foram realizados utilizando o programa LSQKAB componente do pacote

CCP4 (CCP4, 1994).

Apesar dos diferentes grupos espaciais, P3,21 para o complexo
MtPNP-ImmH-PO4 e P24242 para o complexo MtPNP-Acy-POy, a sobreposi¢cédo das
estruturas revelou semelhangas e diferengas significantes. O RMSD observado
entre os dois trimeros, 2,3A, ndo implica em mudancas conformacionais
substanciais dos residuos. Acredita-se fortemente que essas diferencas sao
devido ao empacotamento cristalografico nos cristais, que pertencem a diferentes

grupos espaciais.
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Ajustando somente os sitios de ligagdo, um RMSD de 0,4A foi observado,
mostrando que o sitio catalitico ndo sofre mudangas conformacionais importantes,
corroborando com a idéia de que as mudangas, realmente, se devem aos
diferentes empacotamentos cristalograficos (Figura 4.12). Uma diferenga
realmente significativa foi observada na area de contato dos inibidores com a
proteina. A molécula do inibidor Imucilin-H faz um contato cuja area total é de
161,042 com o sitio catalitico da MtPNP, ja a molécula do inibidor aciclovir faz um

contato cuja area total é de 123,0A% com o sitio catalitico da MtPNP.

Figura 4.9 - Comparacéao dos sitios ativos da MtPNP-ImmH-PO4 (em laranja) e da
MtPNP-Acy-PO,4 (em amarelo)

O elevado valor do RSMD (quando da sobreposi¢cao de toda a proteina)

se deve a dois grupos de residuos que apresentam maiores diferengas. O primeiro
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deles é o loop formado pelos residuos entre Pro62 e Gly70, regido responsavel
pela formacdo de um tipo de “tampa” para o ligante, essa regido nao interage
diretamente com o ligante (Figura 4.13). O segundo grupo é o que forma a hélice
que vai dos residuos Gly235 até Ala248, incluindo a His243 que é parte integrante

do sitio ativo (Figura 4.14).

Figura 4.10 — Regido da “tampa” do sitio catalitico formada pelos residuos
compreendidos entre a Pro62 e a Gly70.
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Figura 4.11 — Transicao coil-hélice nos residuos compreendidos entre a Gly235 e
a Ala248.

As posi¢oes das moléculas de agua ndao mostram diferengas substanciais
e os grupos de fosfato estdo ligeiramente deslocados por conta da diferenca de
tamanho entre os inibidores, mas as cadeias laterais da Arg88 e da His90
continuam participando da ligagdo de hidrogénio intermolecular com o O1 do
fosfato, enquanto a Ser36 interage com ambos O3 e O4, através dos atomos da

cadeia lateral.
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5. Concluséo

O conhecimento aprofundado da proteina colabora para o aprimoramento
do que hoje é chamado de Genoma Estrutural do Mycobacterium tuberculosis, que
consiste em decifrar estruturas protéicas além de suas respectivas fungdes. A
solucdo da estrutura da MtPNP apoenzima e da estrutura da MtPNP complexada
com o inibidor Aciclovir fornece informacdes que contribuem para o entendimento,
a nivel atbmico, dos processos de ligacao e inibicdo da proteina.

A analise comparativa feita entre as estruturas das PNPs Humana e do
Mycobacterium tuberculosis ndo mostrou grandes diferengas conformacionais,
mesmo tendo as proteinas diferentes origens. A sobreposicdo das estruturas
mostrou que o sitio catalitico € formado pelos mesmos residuos, além de um baixo
valor de RMSD.

Na comparacao feita entre as estruturas complexadas da MtPNP
(MtPNP-ImmH-PO4 e MtPNP-Acy-PO,) diferengas conformacionais causadas pela
interagdo com os inibidores nao foram observadas, mesmo sabendo da maior area
de contato entre a molécula do inibidor Imucilin-H com a proteina quando
comparada com a area de contato do inibidor Aciclovir com a proteina.

As informagdes estruturais fornecidas pelas estruturas da MtPNP
apresentadas neste trabalho tém importancia impar no tocante a comparacdes
com outras PNPs, revelando semelhancas e peculiaridades no intuito de
desenvolver pesquisa que dé suporte para o desenvolvimento de drogas mais
poderosas contra a tuberculose.

Estas estruturas tém ainda como valor a possibilidade de prover

informagdes que poderdo, num futuro proximo, ser utilizadas no desenho racional
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de drogas mais seletivas contra a tuberculose, diminuindo as complicagdes no

tratamento e o sofrimento dos portadores da doenca.
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Apéndice A — Radiacado Sincrotron

Historicamente a luz sincrotron foi observada pela primeira vez em 1947
(ELDER et al.,, 1947) e era utilizada somente em experimentos de fisica de
particulas. Em 1960 a luz foi usada em modo parasitico, a chamada primeira
geragdo. Em meados dos anos 70 suas propriedades unicas e seu valor
comecgaram a ser apreciados e fontes dedicadas totalmente a experimentos com
luz sincrotron foram construidas. Estes laboratérios, onde a maior parte da luz é
produzida por desvios de orbita ocasionados por dipolos, sdo chamados de fontes
de segunda geragao. Laboratérios de luz sincrotron que utilizam dispositivos de
insercdo como onduladores e wingglers e tém feixes de elétrons de alto brilho
(intensos e altamente colimados) sdo chamados de fontes de terceira geragao
(MOCELLIN, 2002).

A radiagcédo sincrotron é gerada no momento em que elétrons a altas
velocidades sofrem desvios significativos em sua O6rbita. Estes desvios sao
ocasionados pela agdo do campo magnético criado pelos dispositivos dipolares
(imas) que estdo dispostos ao longo de um anel de armazenamento. Assim,
ocorre a formagado de um estreito cone de luz que se propaga na dire¢édo de
propagacéo dos elétrons (tangenciando o anel de armazenamento). O &ngulo de

abertura desse cone é aproximadamente igual a 2y ™, onde:

E
M,C?

y:



que € a raz&o entre a energia total E e a energia da massa de repouso M ,C? dos
elétrons.
Outro parametro importante do anel de armazenamento é a poténcia total

radiada (P, ), que é dada por:

4
(Kw)=885.10"2 w.

R(m)

onde 8,85.107 é a poténcia total radiada por elétron, E é a energia total

P

totla

| (mA)

em Giga-eletrovolts, R é o raio de curvatura do magneto de dipolo em metros e |
€ a corrente que percorre o anel em mili-ampéres.

No LNLS os elétrons circulam com uma energia de 1,37GeV para um raio
de 2,735 metros. A corrente de operacgao tipica depois da inje¢cado € de 175 mA.
Assim, a poténcia total de operacdo no LNLS é de 19,95KW.

A linha de cristalografia de proteinas (CPr) opera radiagdo na faixa dos

raios X com comprimento de onda igual a 1,4270A.
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Apéndice B — “The Maximum Likelihood Method”

Cristalografos do inicio do século XX observaram que os parametros
utilizados para a determinagao das posicdes atdbmicas de um cristal podiam ser
melhorados pela minimizacdo das diferencas entre as amplitudes do fator de
estrutura observado e do fator de estrutura calculado (MURSHUDOV et al., 1997).
Um dos primeiros trabalhos publicados sobre o tema e sobre a aplicacdo do
método dos minimos quadrados para a solugao deste problema foi escrito por
Hughes em 1941 (HUGHES, 1941).

Tempos depois, ocorreu 0 desenvolvimento de uma aproximagao para
analises estruturais chamada de método da transformada de Fourier, onde
corregoes para parametros atdmicos eram feitos no espaco real baseadas no
mapa de diferengas das posi¢cdes atdbmicas (BOOTH, 1946). Assim, similaridades
foram mostradas nas duas aproximagdes pela comparagdao das primeiras
derivadas das duas fungdes, o que possibilitou a Cruickshank (1952, 1956) a
visualizacdo da complementaridade das duas analises, além do provimento de
novas equacgdes para o calculo do posicionamento atdmico (COCHRAN, 1948).

Recentemente dados estatisticos tém mostrado que é melhor utilizar as
equagdes do chamado “Maximum Likelihood Method” (Método da Maxima
Verossimilhanga) ao invés das equagbes do método dos minimos quadrados
(STUART & ORD, 1991). Luzzati mostrou que a suposigao de que todos os erros
sao consequéncia dos erros das coordenadas utilizadas para a substituicao

molecular € verdadeira e que sao os mesmos erros para todos os atomos, logo, os
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fatores de estrutura é que estdo distribuidos numa Gaussiana e nado suas
amplitudes.

O interesse em se utilizar as equacdes do Maximum Likelihood Method
tem sido estimulado por conta de sua bem sucedida aplicacdo na reducido da
influéncia do modelo de busca (LUNIN & URZHUMTSEV, 1984).

Principios do Método

A idéia basica é que a estrutura final é mais consistente quando se
superestima a importancia dos dados observados (data) e que a probabilidade de
veracidade da estrutura deve incluir todos os tipos de erros, incluindo erros do
modelo (model). A medida que o modelo se aperfeicoa os erros diminuem e as
probabilidades ficam mascaradas, o que aumenta as possibilidades.

Se tivermos N observagcdes de diferentes valores de Xj,
consequentemente, a probabilidade de veracidade da estrutura (L) sera:
L=P(X,, X, X )

Se as observacdes forem independentes o L sera o produto de todas as

probabilidades individuais:
N
L=T1P(x )

Logo, a fungéo L é a probabilidade do modelo gerado pelos dados, P(model,data),

ser verdadeira. Mas existe a tendéncia de se acreditar que os dados gerados pelo

modelo, P(data, model), sejam uma boa reflexdo da realidade, o que nao é

verdade.
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Assim, a razao entre o numero de dados experimentais € 0 numero de
parametros a serem estimados é pequena. O uso de informagdes quimicas
anteriores € essencial. Isso significa que todo refinamento de macromoléculas
pode ser visto como uma aplicagédo do teorema de Bayes, como segue:

O Teorema de Bayes

Admitamos que P(A, B) é a probabilidade de A ser verdadeiro sabendo
que B é verdadeiro. Se A depende de B entdo isso sera diferente de P(A), que é
a probabilidade geral de A ser verdadeiro independente de B. Assim, Aplicando a

lei da multiplicacdo para probabilidades, temos:

P(A B)=P(A)P(B, A)

onde P(B,A) é a probabilidade de B ser verdadeiro sabendo que A certamente é

verdadeiro.

O diagrama de Venn ilustra o que foi dito acima:

=S B

Diagrama de Venn — llustrag&o da lei da multiplicag&o para as probabilidades.

A caixa inteira representa todas as possibilidades, ou 100%. A caixa A

representa a probabilidade de A ser verdadeiro. Admitindo que A representa 20 da
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caixa, P(A)=0,2. A caixa B representa a probabilidade de B ser verdadeiro.
Admitindo que B representa 25% da caixa, P(B)=0,25.
A regidao de sobreposicédo representa a probabilidade de ambas A e B
serem verdadeiros, P(A,B)=0,1. Se assumirmos que A é verdadeiro, B também o
sera metade do tempo, P(B,A)=05=0,1/0,2. Se assumirmos que B é verdadeiro,
A o sera 40% do tempo, P(A,B)=0,4=01/0,25.
Assim podemos verificar a lei da multiplicacdo para probabilidades como
segue:
P(A B)=P(A)P(B,A)=0,2x05=01
P(B,A)=P(B)P(A B)=0,25x0,4=01

Assim,

P(B,A)=

Em termos da Funcgao L, teremos:

P(model )P(data, model )

P(model,data) = P(data)

Assim os dados observados estdo fixos e podemos variar somente os
parametros do modelo, logo o denominador é sé uma constante de normalizagao.
Se quisermos minimizar ainda mais a funcéo L, o valor de um fator constante nao
alterara a posi¢ao de seu maximo, logo:

L (model,data) = P(model )P(data, mode! )
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A partir da equacgao acima podemos inferir que o modelo de busca sé vai
influenciar na construcdo do mapa de densidades quando a posi¢ao dos residuos
que o formam estiverem corretas, impedindo assim que a nova estrutura seja

refinada com “bias” do modelo.
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Apéndice C — Bfactors das estruturas resolvidas

Seguem abaixo os graficos de Bfactors (fatores de temperatura) relativos

a cada monomero analisado da estrutura da MtPNP-PO,.
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Seguem abaixo os graficos de Bfactors (fatores de temperatura) relativos

a cada mon6mero analisado da estrutura da MtPNP-Acy-POj,.
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Abstract

Even being a bacterial purine nucleoside phosphorylase (PNP), which normally shows hexameric folding, the Mycobacterium
tuberculosis PNP (MtPNP) resembles the mammalian trimeric structure. The crystal structure of the MtPNP apoenzyme was solved
at 1.9 A resolution. The present work describes the first structure of MtPNP in complex with phosphate. In order to develop new
insights into the rational drug design, conformational changes were profoundly analyzed and discussed. Comparisons over the bind-

ing sites were specially studied to improve the discussion about the selectivity of potential new drugs.

© 2004 Elsevier Inc. All rights reserved.
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Tuberculosis causes eight million new infections and
kills two million people each year worldwide according
to the World Health Organization (WHO). It is esti-
mated that approximately two billion individuals, one-
third of the world population, are infected with latent
TB. Tuberculosis resurged in the late 1980s and was de-
clared to be a global emergency by the WHO. The high
susceptibility of human immunodeficiency virus-infected
persons to the disease and the proliferation of multi-
drug-resistant (MDR) strains have created a worldwide
interest in expanding current programs in tuberculosis
research. New antimycobacterial agents are needed to
treat Mycobacterium tuberculosis strains resistant to
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E-mail addresses: walterfa@df.ibilce.unesp.br (W.F. de Azevedo
Jr.), diogenes@pucrs.br (D.S. Santos).
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existing drugs and to shorten the treatment course to im-
prove patient compliance [1].

The TB is a chronic infectious disease caused by
various alcohol-acid-resistant bacterium from the
Mycobacterium gender. The more frequent cyclic form
of the disease is the pulmonary tuberculosis, caused by
the M. tuberculosis (Koch bacillus), but can also cause
cerebral lesions, skinny (lupus), and ganglionaries,
some times produced by the human origin bacillus,
some times produced by the bovine origin bacillus.
The Koch bacillus is an extremely small and resistant
bacterium, in stick shape. It can live in dry conditions
for months and can also resist disinfectants of moder-
ate action.

Purine nucleoside phosphorylase (PNP) catalyzes the
phosphorolysis of purine nucleosides to corresponding
bases and ribose 1-phosphate. PNP plays a central role
in purine metabolism, normally operating in the purine
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salvage pathway of cells. PNP is specific for purine
nucleosides in the B-configuration and exhibits a prefer-
ence for ribosyl-containing nucleosides relative to the
analogs containing arabinose, xylose, and lyxose stereoi-
somers. Moreover, PNP cleaves glycosidic bond with
inversion of configuration to produce a-ribose 1-phos-
phate [2-4].

PNP is an enzyme of purine metabolism that func-
tions in the salvage pathway, including even those of
protozoan parasites, thus enabling the cells to utilize
purine bases recovered from metabolized purine ribo-
and deoxyribonucleosides to synthesize purine nucleo-
tides [5—7]. The PNPs from various sources are members
of a broader class of N-ribohydrolases and transferases,
the transition states for which share ribosyl oxocarbe-
nium like character, with cleavage of the C—N ribosyl
bond [8.9].

A number of parasites lacking the ability to synthe-
size purine nucleotides de novo must utilize host pur-
ines, formed by PNP, for DNA synthesis. Thus,
inhibition of PNP could prevent the spread of parasitic
infection [10].

The human PNP is a potential target for drug devel-
opment, which could induce immune suppression to
treat, for instance, autoimmune diseases, T-cell leuke-
mia, lymphoma, and organ transplantation rejection.
Furthermore, PNP inhibitors can also be used to avoid
cleavage of anticancer and antiviral drugs, since many of
these drugs mimic natural purine nucleosides and can
thereby be cleaved by PNP before accomplishing their
therapeutic role [2,3].

Homologs to enzymes in the purine salvage pathway
have been identified in the genome sequence of M. tuber-
culosis. The genome of M. tuberculosis comprised of
4,411,529 bp containing 3924 potential open reading
frames [11]. On the basis of sequence homology, bio-
chemical functions have been attributed to approxi-
mately 40% of the predicted proteins, while similarities
to other described proteins were found for another
44% and the remaining 16% bore no resemblance to
known proteins and may encode proteins with specific
mycobacterial functions [11,12].

In the de novo synthesis of purine ribonucleotides,
the formation of adenosine monophosphate (AMP)
and guanine monophosphate (GMP) from inosine
monophosphate (IMP) is irreversible, but purine bases,
nucleosides, and nucleotides can be interconverted
through the activities of purine nucleoside phosphory-
lase, adenosine deaminase, and hypoxanthine-guanine
phosphoribosyl transferase. The specific inhibition of
MtPNP could potentially lead to the accumulation of
guanine nucleotides since a putative guanylate kinase
and a nucleoside diphosphate kinase are encoded in
the genome [13].

The crystallographic structure of the MtPNP was first
determined in 2001 at 1.75 A resolution with Immucil-

lin-H [14,15] and inorganic phosphate, and also solved
at 2.0 A resolution with 9-deazahipoxanthine and imi-
noribitol [16].

We have now obtained X-ray diffraction data using
synchrotron radiation and refined the structure of the
apoenzyme at 1.9 A resolution, using the recombinant
MtPNP with inorganic phosphate (MtPNP - PO,). Our
analysis of the MtPNP - PO, structural data, and struc-
tural differences between the apoenzyme and the
MtPNP - Immucillin-H - PO, complex provides new in-
sights into substrate binding, the purine-binding site,
and can be used for future inhibitors’ design.

Methods

Crystallization. Recombinant MtPNP was expressed and purified as
previously described [1]. MtPNP was crystallized using the experimental
conditions described elsewhere [16]. In brief, the PNP (1 pL at a con-
centration of 25 mg ml~') containing 5 mM NaH,PO, was mixed with
an equal volume of the reservoir solution containing 100 mM Tris, pH
8.0,25%PEG 3350, and 25 mM MgCl,, and equilibrated against 1.0 mL
of the reservoir solution. Diffraction from the crystals was consistent
with the space group P22,2 (a=117.95 A, b=13435A, and
c=44.20 A), with a trimer in the asymmetric unit (V,, = 2.12 A3 Da!;
41.92% solvent content).

Data collection, processing, and structure determination. Crystals
were cryoprotected by transfer to crystallization solution with 20%
glycerol and flash-cooled at 100 K. X-ray diffraction data were col-
lected at 1.4270 A wavelength on a CCD detector using synchrotron
radiation at beam line CPR at the Synchrotron Radiation Source

Table 1
Data collection and refinement statistics

Mt(PNP - PO,

Data collection

Resolution limits (A) 40.0-1.9 (2.0-1.9)

Completeness (%) 90.7 (87.3)
Space group P2,2,2
a 117.95
b 134.34
c 44.20
o 90°
p 90°
y 90°
Ryym(%0)* 6.2 (24.4)
No. of reflections
Unique 52718
Total 524878
Structure refinement
Rfaclorb 19.00
Reree” 26.30
No. of amino acids (trimmer) 788
No. of waters 457
No. of phosphate groups 3

Values in parentheses are for the highest resolution shell.

* Ryym = 1003 "[I(h) — (I(h))I/>_I(h), where I(h) is the observed
intensity and (I(h)) is the mean intensity of reflections h overall of I(h).

® Repetor = 1003 |Fobs — Fealcll/d Fobs- The sums are being taken
over all reflections with F/a(F) > 2 cutoff.

¢ Rpree = Rpactor for 10% of the data, which were not included during
the crystallographic refinement.
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(Laboratério Nacional de Luz Sincrotron, LNLS, Campinas, Brazil).
Data for the MtPNP were processed at 1.9 A resolution using the
program MOSFLM and scaled with the program SCALA [17] and
were 90.7:’/0 complete with Ry, of 6.2%. In the highest resolution shell
(1.9-2.0 A) the reflections presented Ry, of 24.4%.

Structure  determination and refinement. The structure of
MtPNP - PO, was solved by molecular replacement with AMoRe
software package [18] using the trimer of M. tuberculosis PNP - 9dH-

Table 2

Assessment of the final structure

MtPNP - PO,

Procheck

Most favored regions 91.4%
Additional allowed regions 8.0%
Disallowed regions 0.6%
Parmodel

3D Profile ideal score 121.29
3D Profile score 124.06
Main chain B-factor (AZ) 18.39
Side chain B-factor (A?) 21.99
Average protein B-factor (Az) 20.16
Average water B-factor (A2) 26.10

X IR - POy (PDB ID code 1180) complex as search model, the ligands
and water molecules were removed from the model. The best solution
after rigid-body refinement yielded an initial Rp,eor Of 34.9% and a
correlation coefficient of 66.4% using data in the resolution range of
8.0-4.0 A. The atomic positions obtained from molecular replacement
were used to initiate the crystallographic refinement. Model building
was performed employing the program XtalView [19] using 2F, — F,
and F, — F, electron density maps. The densities for the phosphate
groups were localized, one by monomer, and these groups were added.
A total of 457 water molecules were added in the model, 50 molecules
by each refinement step. The structure refinement of MtPNP - PO,4 was
performed using Refmac5 [20]. The final model had Rye. and Rg,cior Of
26.30% and 19.00%, respectively (Table 1). The overall stereochemical
quality of the final model was assessed by the programs PROCHECK
[21] and Parmodel [22] (Table 2).

Quality of the model. Analysis of the Ramachandran diagram
& — ¥ plot for the present structure indicates that 91.4% of the resi-
dues are found to occur in the most favored regions, 8.0% in the
additional allowed regions, and just 4 residues (0.6%) in the disallowed
regions of the plot. Analysis of the electron-density map (2Fyps — Fealc)
agrees with the Thr209, of the three monomers, and His68, of mono-
mer A, positioning.

The final model of the MtPNP - PO4 and the MtPNP complexes
(MtPNP - ImmH - PO,, MtPNP - IR - 9dHX - PO4) were superposed.
Finally, the MtPNP - PO, and the Homo sapiens PNP (HsPNP - SO,)
were also superposed using the program PROFIT [23].

Fig. 1. Ribbon diagrams of the M. tuberculosis PNP trimer of the asymmetric unit (A) and monomer (B). The active sites are located near the trimer
interfaces. These figures and the others were generated using MOLMOL [24].
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Results and discussion
Overall structure of MtPNP - PO, apoenzyme

The protein is a symmetrical homotrimer with a tri-
angular arrangement of subunits similar to the mamma-
lian trimeric PNPs. Each monomer of the protein is
folded into an o/B-fold consisting of 11 B sheet sur-

Fig. 2. Ribbon diagram of the superposition of the MtPNP - PO, (1)
and MtPNP - ImmH - PO, (2) lid region.

rounded by eight o helices (Fig. 1). The structure of
MtPNP - PO, shows clear electron-density peaks for
three phosphate groups, which is present in high concen-
tration in the crystallization experimental condition.

The three independent active sites lie near the subunit
interfaces (Fig. 1A). Each active site is composed of five
residues, Tyr92, Glul89, Met207, Asn231, and His243,
which show a considerable different positioning in com-
parison with the MtPNP - ImmH - PO, complex. Each
one of the three active sites contains one phosphate
molecule.

Comparison of the MtPNP- PO, and the MtPNP -
ImmH - POy complex

A significant structural change is observed when both
structures are superposed (Fig. 2), showing a kind of lid
for the ligand. It is strongly believed that this change in
the positions of residues from Pro62 to Gly70 is caused
by the different crystallographic packing of the proteins,
since the diffraction of the complex MtPNP - ImmH - PO,
was consistent with the space group P3,21, different from
the MtPNP - PO, space group, P2;2,2.

In a superposition of both structures, using the pro-
gram PROFIT, a RMS deviation of 2.381 A was ob-
served. Fitting just the binding sites the observed RMS
deviation was of 1.370 A, showing that the catalytic site
is more compact in the MtPNP - ImmH - PO4 complex
than in the MtPNP - PO, apoenzyme. The interaction
forces of the residues Tyr92-Glul89-Met207-Asn231—
His243 with the Immucillin-H molecule provide this
compression.

The water molecule positions also show substantial
differences and the phosphate groups are shifted because
of the missing ligand, but the side chains of Arg88 and
His90 continue participating in the hydrogen bond with
the O1 of the phosphate, while Ser36 interacts with both
04 and O3 through side chain backbone atoms.

Fig. 3. Stereo diagram of the superposition of the MtPNP - PO, apoenzyme and the MtPNP - IR - 9dHX - PO, complex.
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Fig. 4. Comparison of monomers from the HsPNP - SO, (A) and the MtPNP - PO, (B), and the residues of the active sites of both structures.

Comparison of the MtPNP - POy, apoenzyme and the
MtPNP - IR -9dHX - PO, complex

The region of the lid, residues from Pro62 to Gly70,
fits perfectly, showing that the complete Immucillin-H
provides much more influence over these residues than
the 9-deazahypoxantine (Fig. 3). In a superposition of
both structures the observed RMS deviation was of
0.654 A, which corroborates with the idea of non-influ-
ence of the IR-9dHX complex over the protein
structure.

Comparison of the MtPNP - PO, and the HsPNP - SO,

Even being from different origins, both PNPs show
the mammalian trimeric structures. The active sites of
the M. tuberculosis PNP and the human PNP are
formed just by the same residues and show identical
folding (Fig. 4). In a superposition of the structures,
the observed RMS deviation was of 2.517 A, and the
lid regions agree perfectly, even with the changes of
some residues, which are Val6l to Pro57-Pro62 to
Arg58-Pro63 to Ser59-Ala65 to Val6l and Ala66 to
Pro62.

Conclusions

This paper establishes that conformational differ-
ences between two stages of the same protein, com-

plexed and apoenzyme, can be used to develop studies
to improve the design of new more powerful inhibitors.
The significance of this knowledge is that both struc-
tures can now be explored in attempts to ascend higher
studies over rational drug design. The protein structure
described here is one of the most important targets for
drug development to treat tuberculosis.
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