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Introducao

Nos Ultimos anos, acles efetivas em politicas de salde
publica conseguiram reduzir significativamente o nidmero de
novos casos e mortes por malaria. Nesse contexto, em
2010, foram identificados, aproximadamente, 200 milhfes
de casos de malaria e 600 mil mortes ao redor do mundo.!
No entanto, a situacdo ainda é bastante grave. O problema
tem se agravado com o surgimento de cepas de
Plasmodium falciparum (agente etiolégico da forma mais
severa de maldria) resistentes aos tratamentos disponiveis.2
Neste cenério, a selecdo e validagdo de novos alvos
moleculares torna-se imprescindivel.

A via glicolitica em protozoarios representa um alvo
altamente promissor, uma vez que € o Unico processo para
obtencdo de energia do parasita.® A enolase (EC 4.2.1.11),
nona enzima desta via, é responsavel pela catalise do
substrato 2-fosfoglicerato (2-PGA) em fosfoenol piruvato
(PEP). Devido a fungéo chave na producgdo energética do
parasita, bem como, pelas diferencas estruturais em relagéo
a enzima homdloga humana, a enolase de P. falciparum (Pf-
enolase) é considerada um alvo extremamente atrativo para
o desenvolvimento de novos antimaléricos.

A producdo heter6loga da enzima enolase, através de
métodos modernos de DNA recombinante, determinou a
producdo e purificacdo em larga escala da proteina alvo,
Estudos avancados de biologia estrutural permitiram a
elucidacdo da estrutura tridimensional da enolase de P.
falciparum. A andlise estrutural indicou elementos estruturais
relevantes para a atividade catalitica, além disso, a
comparacdo molecular com enzimas homoélogas revelou
diferencas estruturais relevantes que podem ser exploradas
para o desenvolvimento de inibidores seletivos para a

enzima do parasita. _
Resultados e Discussao

A sequéncia de DNA codificante para enzima enolase foi
obtida por amplificacdo através de reacdo de PCR com
molde em uma biblioteca de cDNA de P. falciparum. O
fragmento amplificado foi clonado através da técnica de
ligacdo independente de clonagem (LIC, do inglés, Ligation
Independent Cloning) em trés diferentes vetores de
expressao (pETM11, pETTrx-1a e pETNusA-1a). Ensaios de
expressdo indicaram que a Pf-enolase foi produzida em
maior escala em sistema bacteriano (Rosetta DE3) com a
construcdo no pETTrx-la. A Pf-enolase foi obtida com
elevado teor de pureza (confirmado por andlise eletroforética
SDS-PAGE) através de técnicas cromatograficas de
afinidade e exclusdo por tamanho. A proteina concentrada
(30 mg/mL) foi submetida aos ensaios cristalizacdo, o qual
avaliou mais de 500 condi¢cBes diferentes de cristalizacao.
Condicdes promissoras para a cristalizacdo foram
identificadas e apds diversas etapas de otimizacao cristais
adequados para estudos de difracdo de raios X foram
obtidos. Um conjunto de dados a alta resolucdo e (1.7A) e
com excelente parametros estatisticos foi coletado em
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difratdbmetro Micromax-007 — R-AXIS IV++ (Rigaku) (Tabela
1).

Tabelal. Parametros estatisticos das etapas de
processamento e refinamento dos dados cristalograficos.

Processamento dos dados
Grupo espacial

Célula unitaria a,b,c (A)
Célula unitéria a, B, v (°)

P21
60,61; 77,50; 90,51
90,00; 96,30; 90,00

Mosaicidade 0,40
Resolugio (A) 47,70-1,70
Completeza (%) 99,7 (99,5)
Multiplicidade 3,7(3,3)

/o 10,1 (2,9)
Rimerge (%) 9,10 (44,3)
Refinamento dos dados

Rfator 0117

Rlivre 0122

Dados entre parénteses relativos a ultima faixa de resolugéo 1.70-1.79

A estrutura tridimensional foi resolvida por substituicdo
molecular utilizando-se como modelo inicial a estrutura da
enolase de T. brucei (PDB ID, 2PTY). O refinamento foi
realizado com sucesso (Rfator = 0,17, Riwe= 0,22). A andlise
estrutural indicou enovelamento tipo barril /a, além disso, o
sitio de ligagdo contém um fon Mg?* (Figura 1).

Figura 1. Estrutura 3D da Pf-enolase. Em destaque, sitio de
ligagdo do cofator Mg?2+.

Conclusodes |
O emprego de um protocolo moderno e robusto de
clonagem e purificagcdo permitiu a obtencdo da proteina
recombinante em quantidade e pureza suficiente para a
obtencdo de um cristal adequado aos experimentos de
difracdo de raios X. Um conjunto de dados a alta resolugéo
foi coletado e de maneira inédita a estrutura tridimensional
de enolase de P. falciparum foi elucidada.
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