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Introducao |

A malaria € uma doenca infecciosa responsavel pela
morte de aproximadamente 2 milhdes de individuos a
cada ano [1]. O Plasmodium falciparum é o agente
etiolégico da forma mais severa desta parasitose, sendo o
problema agravado pelo surgimento de casos de
resisténcia aos farmacos disponiveis para o controle e
tratamento. Neste cenéario, torna-se de extrema
importéncia a selecdo de novos alvos moleculares e o
planejamento de agentes quimioterapicos inovadores
contra a malaria [2]. Recentemente, foi demonstrado que
o P. falciparum possui um gene que codifica a enzima
heme oxigenase (PfHO) [3]. A presenca dessa enzima no
parasita sugere um mecanismo alternativo de
detoxicacdo celular, representando um alvo molecular
atrativo para o0 desenvolvimento de farmacos
antimalaricos. Estudos integrados de biologia estrutural e
guimica medicinal encontram-se em andamento em
nosso grupo para elucidagédo da estrutura 3D da PfHO,
permitindo a identificacdo dos elementos estruturais
responséveis pelo processo de reconhecimento molecular
e seletividade.

Resultados e Discusséao

Um sistema de expressdo em Escherichia coli BL21(DE3)
foi construido e otimizado para producédo de PfHO. O
sistema, obtido a partir de uma construgdo génica
truncada no qual foi excluido o dominio de membrana,
forneceu quantidades satisfatérias de proteina na fracao
solavel (40 mg/L). Em seguida, foi desenvolvido um
protocolo de purificagdo robusto e reprodutivo que incluiu
cromatografias de afinidade (Ni-NTA, Qiagen) e gel
filtracdo (Superdex 200 10/300 GL, GE Health Science)
(Fig. 1A). A andlise do gel de eletroforese em acrilamida
da fracdo isolada confirmou a eficiéncia do método
cromatogréfico e a alta pureza da enzima (Fig. 1B).
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Figura 1. (A) Cromatograma da Gel Filtragdo (Superdex 200 10/300
GL). Heme oxigenase (HO) pura foi obtida a partir do pico assinalado.
(B) SDS-PAGE (10% acrilamida): MK - Marcador de Peso Molecular;
S - Frag&o Soluvel; | - Frag@o Insolivel; P - Proteina pura apés as
etapas de purificacéo.

Estudos preliminares de cristalizacdo foram realizados
com a fracdo de alta pureza de PfHO na concentragéo de
4,5 mg/mL. Ensaios robotizados foram empregados para
avaliacdo de, aproximadamente, 3.000 condi¢cdes de
cristalizagdo (Qiagen) utilizando-se a técnica de gota
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assentada (do inglés, sitting-drop). Esse estudo identificou
12 condicBes promissoras para a cristalizacdo da PfHO. A
otimizacdo das condi¢des iniciais incluiu a alteragdo do
pH, temperatura, concentra¢cdo da enzima e dos agentes
precipitantes. Cristais com propriedades adequadas (e.g.,
tamanho e qualidade) para estudos iniciais de difracédo de
raios-X foram obtidos em solucdo 0,1 M Hepes pH 7,4,
12% (m/v) PEG 8.000, 0,2 M acetato de magnésio e
3.5 mg/mL de PfHO 18 °C (Fig. 2A). Os dados de difracédo
de raios-X foram coletados no Laboratorio Nacional de
Luz Sincrotron (LNLS, Campinas-SP) e no European
Synchrotron Radiation Facility (ESRF, Grenoble-Franca).
O padrdo de difracdo obtido extende-se até 2,7 A de
resolugdo e indica ordem interna adequada (Fig. 2B).
Novos experimentos de cristalizagdo encontram-se em
andamento com o objetivo de aumentar o tamanho médio
dos cristais e obter dados a mais alta resolucdo. Esses
dados serdo Uteis para identificacdo inequivoca dos
elementos estruturais que auxiliardo na descoberta e
desenvolvimento de novos inibidores seletivos da PfHO.

Figura 2. (A) Cristais de PfHO otimizados. (B) Padrdo de difragdo
representativo dos cristais de PfHO coletados no ESRF.

Conclusodes

A producdo em quantidade elevada e pura de proteina é
fundamental para os trabalhos de determina¢&o estrutural
de novos alvos moleculares. Nesse trabalho, o
desenvolvimento de um sistema de expressdo robusto
associado a um protocolo eficiente e reprodutivo de
purificagcdo permitiu a obtencéo de cristais de PfHO com
qualidade satisfatoria que difrataram a 2,7 A de resolucéo.
Novos experimentos encontram-se em andamento para
melhorar a qualidade dos cristais. Os dados estruturais da
PfHO integrados com as técnicas modernas em quimica
medicinal permitirdo a identificacdo e planejamento de
novos candidatos a agentes antimalaricos.
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