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Introducao |

A malaria € uma doenga infecciosa responsavel pela
morte de aproximadamente 2 milhdes de individuos a
cada ano [1]. O Plasmodium falciparum é o agente
etiologico 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 cenario, torna-se de extrema
importancia a sele¢gdo 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 (PHO) [3]. A presenga dessa enzima no
parasita sugere um mecanismo alternativo de
detoxicacdo celular, representando um alvo molecular
atrativo para o desenvolvimento de farmacos
antimalaricos. Constru¢des génicas da proteina alvo do
estudo em sua forma nativa e truncada, através de
técnicas de biologia molecular, aumentam
significativamente as chances de sucesso na producgao e
purificagdo de proteina recombinante adequada para os
estudos de biologia estrutural. A obtencdo de PfHO
soluvel e pura permitra o avango nas etapas de
elucidacao da estrutura 3D permitindo a identificagao dos
elementos estruturais responsaveis pelo processo de
reconhecimento molecular e seletividade desta enzima.

Resultados e Discussao |

A analise detalhada da estrutura primaria da heme
oxigenase de P. falciparum revelou a presenga de um
peptideo sinal e um possivel peptideo de transito de
enderecamento para o apicoplasto. O tamanho exato
deste peptideo de transito ndo pode ser precisamente
predito, assim propds-se trés construgdes considerando a
distribuicdo da estrutura secundaria, predita através dos
servidores PsiPred e JPred, para inicio da expressao da
proteina recombinante truncada (Figura 1).

1 10 40 50 60
PfHO MIRKIIILMFTFFSNIHNEKIYHHKQRRKFLKGPLGYLNRNVIQKKEYNLYAKKFINYKEIQIQ 64
70 80 90 100 120
PfHO RINDYRKRSGVDKNNINYNLRDTYNYHETHLFVRNEVLPTLAKIENENLKEKEKNKEIFRNIND 128

130 140 150 160 170 180 190
PfHO YNSNFTRQTFLQFLMDLYNIFLKIDDLFLENKTYFSILIYNGPMOLTNHLYDDIIYVSSVVENS 192

R ]
200 210 220 230 240 250
PfHO DDVSPSEYCMEYISHLENLCEENKLSFLAHAYVFYKNFHLSKEHLLKSICKYLNIIKKLKSSTY 256

260 280 290 300
PfHO VADVENFEFCLNKMSRKWSRWEKDNFLASLHNATNKMMILTKHFEKVKS 305

Figura 1. Distribuicdo consensual da estrutura secundaria predita para a
heme oxigenase de P. falciparum. Em destaque, o residuo de
aminoacido escolhido para inicio da expressdo da proteina
recombinante truncada para as constru¢des nomeadas HO1, HO2 e
HO3.
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Oligonucleotideos para amplificagdo das construgdes gé-
nicas propostas foram sintetizados e amplificados através
da reagdao da polimerase em cadeia, do cDNA de P.
falciparum (3D7). Fragmentos amplificados (Figura 2)
foram ligados em vetor de subclonagem pGEM-T
(Promega). Os fragmentos de interesse obtidos apds a
digestdao com as endonucleases (BamHI e Xhol) foram
entdo religados nos vetores de expressdo pSMT3 e
pGex-4T1, contendo as proteinas de fusédo, na regiao N-
terminal, SUMO e GST
respectivamente. As constru-
¢bes foram confirmadas atra-
vés de sequenciamento e os
plasmideos construidos utili-
zados para transformacgao de
cepas de expressdo Rosetta
(DE3). As construgdes SUMO-
HO1, SUMO-HO2, SUMO-HO3
apresentaram, em condi¢des
padrées de expressdao e
purificagao, solubilidade
limitada. Os testes de extragao
da proteina da fragdo insoluvel identificaram como um
potente carreador da proteina para fragao solivel o
agente detergente sarkosyl, na concentracdo ideal de
0.3%. As construgdes fusionadas a proteina GST estéo
em avaliagado e otimizagdo das condicbes de expressao
ideais para obtencao da proteina soluvel.

Conclusoes

A analise da estrutura primaria da proteina alvo do estudo
permitiu o planejamento de constru¢cbes que maximizam
as chances de obtengdo da proteina em sua forma
soluvel, essencial para os estudos de biologia estrutural e
quimica medicinal. As trés constru¢des propostas (HO1,
HO2, HO3) foram clonadas e fusionadas com sucesso.
Anadlises biofisicas serdo realizadas com as proteinas
obtidas, podendo elucidar a presenga e o tamanho do
peptideo de transito predito. Estudos estruturais
integrados com técnicas modernas de quimica medicinal
permitirdo a identificacdo e planejamento de novos
candidatos a agentes antimalaricos para o alvo molecular
selecionado.
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Figura 2. Eletroforese em gel
de agarose 1% para as 3
construgbes propostas.




