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PARTE I



Resumo

A enzima f-cetoacil-PCA redutase catalisa a reducdo, dependente de NADPH, de /-
cetoacil-PCA, a segunda etapa do sistema tipo II de elongagdo de 4cidos graxos em
bactérias, plantas e organismos apicomplexos. No presente trabalho, utilizou-se acetoacetil-
CoA como substrato para caracterizar cineticamente a reacdo catalisada pela enzima de
Mycobacterium tuberculosis, o agente etioldgico da tuberculose. O mecanismo cinético da
reacao foi investigado pela andlise de padrdes de velocidade inicial, inibicao por produtos e
efeitos isotOpicos primdrios cinéticos, e os resultados apontam para um mecanismo
aleatério em estado estaciondrio. Efeitos isotdpicos cinéticos primdrios, asecunddrios, de
solvente e multiplos, bem como estudos de pH e temperatura, ressonancia magnética
nuclear e variacdo dos efeitos isotopicos primdrios com o pH foram utilizados para
determinar o mecanismo quimico da reacdo, e a andlise dos resultados sugere que as
transferéncias de hidreto e préton e a re-hibridizacdo dos substratos ocorrem de modo
concertado. A interacdo entre NADPH e enzima foi estudada tanto em condi¢es de
equilibrio quanto em estado pré-estaciondrio, monitorando-se o aumento na fluorescéncia
do nucleotideo ao ligar na proteina. Os dados coletados em equilibrio sugerem a presenca
de cooperatividade homotrdpica positiva entre as subunidades do dimero, e a anélise dos
dados cinéticos sugere duas formas de enzima livre em solu¢gdo como base para a
cooperatividade. Didlise em equilibrio foi empregada para caracterizar a ligacdo de
acetoacetil-CoA a enzima, e os resultados indicam que ndo ha cooperatividade na ligacio
deste substrato. Mecanismos cinético, quimico e cooperativo para a reacdo catalisada pela
[S-cetoacil-PCA redutase de M. tuberculosis sdo propostos com base nos dados aqui

apresentados.



Abstract

The S-ketoacyl-ACP reductase enzyme catalyzes the NADPH-dependent reduction
of p-ketoacyl-ACP, the second step of type II fatty acid elongation system of bacteria,
plants, and apicomplexan organisms. In the present work, acetoacetyl-CoA was utilized as
substrate to kinetically characterize the reaction catalyzed by the enzyme of Mycobacterium
tuberculosis, the etiogical agent of tuberculosis. The reaction kinetic mechanism was
investigated by analyzing initial velocity and product inhibition patterns, and primary
kinetic isotope effects, and the results point to a random steady-state mechanism. Primary,
oa~secondary, solvent, and multiple kinetic isotope effects, as well as pH and temperature
studies, nuclear magnetic resonance, and pH variation of primary isotope effects were
utilized to determine the reaction chemical mechanism, and analysis of the results suggests
that hydride and proton transfer and substrate re-hybridization occur in a concerted fashion.
Interaction between NADPH and enzyme was studied both in equilibrium and pre-steady-
state conditions, by monitoring the enhancement in nucleotide fluorescence upon its
binding to the enzyme. Data collected at equilibrium suggest the presence of positive
homotropic cooperativity between subunits of the dimer, and analysis of kinetic data
suggests two forms of free enzyme in solution as the basis for cooperativity. Equilibrium
dialysis was employed to characterize the binding of acetoacetyl-CoA to the enzyme, and
the results indicate there is no cooperativity in the binding of this substrate. Kinetic,
chemical, and cooperaive mechanisms for the M. tuberculosis p-ketoacyl-ACP reductase-

catalyzed reaction are proposed on the basis of the data presented here.



Lista de Abreviaturas

WHO
MDR-TB
XDR-TB
FAS I
FAS I
PCA
KasA/KasB
MabA
HadAB
InhA

SDR
AcAcCoA
Vv

K

kcat

D.D0.aDy,

D, D2O,a—D V/K

oD
Keq

kobs

World Health Organization (Organizagdo Mundial da Saude)
M. tuberculosis resistente a multiplas drogas

M. tuberculosis extensivamente resistentes a drogas
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Sistema tipo II de biossintese de dcidos graxos
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S-Cetoacil-PCA redutase

S-Hidroxiacil-PCA desidratase

2-Trans-enoil-PCA redutase

desidrogenases e redutases de cadeia curta
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Introducao

Febre, hemoptise, dispnéia e suores noturnos.

A vida inteira que podia ter sido e que nao foi.

Tosse, tosse, tosse.

Mandou chamar o médico:

- Diga trinta e trés.

- Trinta e trés... trinta e trés... trinta e trés...

- Respire.

- O senhor tem uma escavagao no pulmao esquerdo e o pulma&o direito infiltrado.
- Entdo, doutor, ndo é possivel tentar o pneumotérax?

- N&o. A Unica coisa a fazer é tocar um tango argentino.

Pneumotdrax, Manuel Bandeira (1886 — 1968).

O poema acima exemplifica a interpretacio do poeta pernambucano Manuel
Bandeira a respeito do que o diagndstico da tuberculose representava: uma sentenca de
morte. Esta interpretacdo pode ser considerada um consenso até, aproximadamente, a
metade do século XX, uma vez que as primeiras drogas efetivas no tratamento da
tuberculose, como estreptomicina e isoniazida, surgiram, respectivamente, apenas no final
da década de 1940 e no inicio da década de 1950 (Bernstein et al., 1952; Bloom e Murray,

1992).

Transmissao e patologia

7z

A tuberculose é uma doenca infecto-contagiosa causada, principalmente, pela

bactéria Mycobacterium tuberculosis. A progressao da infeccio é fundamentalmente



regulada pelo sistema imunoldgico do hospedeiro, o qual pode mediar a eliminacdo do
bacilo ou seu condicionamento a laténcia, ou falhar nessa tarefa e permitir o
desenvolvimento da doenca ativa (Ducati et al., 2006). A doenga € transmitida de um
individuo para outro por goticulas de aerossol respiratério contendo o bacilo e, uma vez
inaladas, estas goticulas atingem os pulmdes do novo hospedeiro, onde o M. tuberculosis é
fagocitado por macréfagos alveolares (Dunlap et al., 2000).

A erosdo bacteriana no intersticio pulmonar gera um processo inflamatério local
caracterizado por infiltragdo celular. Lesdes teciduais acarretam a producdo e secre¢do de
aminas vasoativas e prostaglandinas, aumentando a permeabilidade capilar e promovendo o
influxo de células de defesa, como mondcitos e granuldcitos. Formam-se, entdo,
granulomas, e a agregacio destes constitui o tubérculo caracteristico da doenca. Embora os
pulmdes sejam o sitio da infec¢do primdria, alguns bacilos podem entrar na corrente
sangiifnea, alcancando diversos Orgdos e tecidos onde a infeccdo pode-se estabelecer

(Milburn, 2001).

Epidemiologia e tratamento

A tuberculose permanece como o principal fator de mortalidade humana por um
tnico agente infeccioso bacteriano. A interrup¢ao de décadas de declinio nas taxas de casos
da doenca, a qual ocorreu em paises desenvolvidos na década de 1980, deve-se, entre outras
razdes, a pandemia da sindrome da imunodeficiéncia adquirida, ao empobrecimento da
populacdio em grandes centros urbanos, a disseminac¢do de cepas de M. tuberculosis
resistentes a multiplas drogas, a imigracao nesses paises a partir de dreas de alta prevaléncia

de tuberculose e a degradacdo dos sistemas de saude (Fitkenheuer et al., 1999). Este



ressurgimento da doenca levou a Organizagdo Mundial da Saide (WHO) a declarar a
tuberculose como uma emergéncia de satde global. Em paises em desenvolvimento, como
o Brasil, ndo houve ressurgimento da tuberculose, visto que ela jamais deixou de ser um
grave problema de saide (Ruffino-Neto, 2002).

Atualmente, ha taxas anuais de cerca 8,8 milhdes de novos casos de tuberculose,
levando a 1,7 milhdes de mortes, 95% das quais ocorrendo em paises em desenvolvimento
(Ducati et al., 2006). Estima-se, ainda, que aproximadamente 2 bilhdes de pessoas estejam
infectadas com a forma latente do bacilo, podendo desenvolver a doenga ativa caso seu
sistema imunoldgico seja comprometido (Dye et al., 1999).

O tratamento contra tuberculose requer a administragdo, por 2 meses, de isoniazida,
rifampicina, pirazinamida e etambutol ou estreptomicina, conhecidas como drogas de
primeira linha, seguida de 4 meses adicionais de administracido de isoniazida e rifampicina
(Mitchison, 1985). O tratamento, além de longo, acarreta severos efeitos colaterais,
levando, freqiientemente, a desisténcia do tratamento por parte do paciente (Sharma, 2004)
e contribuindo, assim, para a selec¢do e proliferacdo de cepas resistentes a multiplas drogas
(MDR-TB), definidas como resistentes a, pelo menos, isoniazida e rifampicina (Stockstad,
2000). Além disso, t€ém sido reportados, recentemente, casos de tuberculose causada por
cepas extensivamente resistentes a drogas (XDR-TB), definidas como resistentes a
isoniazida, rifampicina, qualquer droga da classe das fluoroqiiinolonas e a, pelo menos,
uma de trés drogas injetdveis de segunda linha, capreomicina, canamicina e amicacina
(CDC, 2006). Estas cepas apresentam uma ampla distribuicdo geografica e uma taxa de
fatalidade sem precedentes (Dorman e Chaisson, 2007; Singh, Upshur e Padayatchi, 2007).

Frente a esse quadro extremamente preocupante sobre a incidéncia de tuberculose,

especialmente em paises em desenvolvimento, agravado ainda pela proliferacdao de cepas



resistentes a multiplas drogas, fazem-se necessdrias, e urgentes, abordagens as quais visem
ao desenvolvimento de novas drogas, potentes e mais especificas, contra o principal agente
etioldgico da doenca, o M. tuberculosis. Conseqiientemente, a identificacdo e
caracterizac¢do de alvos moleculares do bacilo, cujas fungdes tais drogas devam inibir, € de

primordial importancia para o estabelecimento de novas terapias para a tuberculose.

Mpycobacterium tuberculosis

O M. tuberculosis € uma bactéria em forma de bastdo, fracamente Gram-positiva e
obrigatoriamente aerdbica, cujas condi¢des Otimas de sobrevivéncia compreendem um
ambiente com pressdo de O, de 100 a 140 mm Hg, 5% de CO, e pH préximo do neutro
(Grosset, 1980). As dimensdes do bacilo variam de 0,3 a 0,6 ym e de 1,0 a 4,0 um,
respectivamente, em seus eixos mais curto € mais longo. Esta espécie de bactéria é um
parasita intracelular de macréfagos, possui um envelope celular bastante complexo e
apresenta um tempo de geracdo relativamente elevado, dividindo-se, aproximadamente, a
cada 24 horas, tanto em meios de cultura sintéticos quanto em animais (Cole et al., 1998).

Em 1998, foi publicado o seqiienciamento completo do cromossomo de M.
tuberculosis H37Rv, sendo esta cepa escolhida por apresentar suscetibilidade a drogas e a
manipulacio genética, bem como por reter sua total viruléncia em modelos animais (Cole et
al., 1998). O DNA cromossdmico do bacilo é composto por 4.411.529 pares de
nucleotideos e apresenta um alto conteido de nucleotideos de guanina e citosina de cerca
de 65%. Um dos aspectos mais peculiares do genoma de M. tuberculosis H37Rv é o fato de
que mais de 50% dos genes identificados codificam enzimas relacionadas a lipdlise,

provavelmente para a sobrevivéncia do bacilo dentro do macréfago, e a lipogénese,



principalmente de lipideos constituintes da parede celular (Cole et al, 1998). O
seqiienciamento do cromossomo de M. tuberculosis H37Rv ndo apenas propiciou uma
ferramenta importante para a investigacdo da biologia do bacilo, como inaugurou uma nova

e importante fase na luta contra a tuberculose (Young, 1998).

Envelope celular e acidos micélicos

O envelope celular das micobactérias € bastante incomum se comparado com o
envelope de outras bactérias, e seu contetdo total de lipideos (por massa) ultrapassa 60 %.
Ha, por exemplo, uma estrutura de glicolipideos, a lipoarabinomanana, ancorada a
membrana plasmdtica por um dominio fosfatidilinositol-diacilglicerol. Esta estrutura
desempenha funcdes bioldgicas relevantes para a patogenicidade, como a inibi¢do da
ativacdo de linfécitos-T e macréfagos por interferon-y(Schroeder et al., 2002). O esqueleto
principal do envelope, contudo, consiste do revestimento da membrana plasmadtica por uma
rigida camada de peptideoglicana, composta por uma cadeia de unidades repetitivas de
acido  N-acetil-B-D-glicosaminil-(1-4)-N-glicolilmurdmico, interligadas por cadeias
peptidicas de L-alanil-D-isoglutaminil-meso-diaminopimelil-D-alanina. E importante notar
que o dcido muramico é N-glicolilado em micobactérias, enquanto em outras bactérias ele é
N-acetilado, e esta N-glicolilacdo pode prover maior nimero de ligacdes de hidrogénio,
aumentando a rigidez da estrutura de peptideoglicana. A camada de peptideoglicana € unida
a de arabinogalactana por uma ligacdo fosfodiester entre o 4cido murimico e um
dissacarideo ancorado a galactana. A extremidade da camada de arabinogalactana consiste

de uma estrutura ramificada de hexa-arabinofuranosil, da qual grande parte esta esterificada



a acidos micolicos (Brennan e Nikaido, 1995), como representado esquematicamente na

Figura 1.
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Figura 1: Representacdo esquemadtica da parede celular micobacteriana, evidenciando o
esqueleto principal de peptideoglicana-arabinogalactana-acidos micélicos, bem como a

estrutura de lipoarabinomanana. Modificada a partir de Schroeder et al., 2002.

Acidos micélicos sdo dcidos graxos a~alquil e f-hidroxi, de alta massa molecular
(de 70 a 90 carbonos), caracteristicos do envelope celular de micobactérias. Sao lipideos o~
ramificados, com uma cadeia curta de 20 a 26 carbonos, e outra longa, de 50 a 60 carbonos,

classificados em trés grupos, de acordo com as fungdes organicas presentes na cadeia
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longa: o-micolatos (ciclopropanacdes), metoximicolatos (ametil éteres) e cetomicolatos
(o-metilcetonas) (Figura 2). A identificagdo e a caracterizacdo estrutural destes acidos
graxos tém sido realizadas, principalmente, por cromatografia de camada delgada,
espectroscopia por infravermelho e ressonancia magnética nuclear, espectrometria de

massas e cromatografia gasosa pirolitica (Barry III et al., 1998).

o—Micolatos
A A N
COOH

Metoximicolatos

OH
COOH

Cetomicolatos
(0]
MMOH
COOH

Figura 2: Estruturas de alguns dcidos micélicos identificados em M. tuberculosis. Os o-
micolatos s@o os mais abundantes (cerca de 57 %), seguidos por metoximicolatos (cerca de

32 %) e cetomicolatos (cerca de 11 %). Modificada a partir de Schroeder et al., 2002.
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Resisténcia a drogas, patogenicidade e capacidade de persisténcia do bacilo em
macrofagos, estdo entre as provdveis funcdes bioldgicas dos édcidos micélicos, e sdo
dependentes tanto do comprimento da cadeia carbonica quanto do grupo funcional a ela
incorporado (Schroeder et al., 2002). Os acidos mic6licos e outros componentes da parede
celular micobacteriana t€ém sido propostos como alvo no mecanismo de acdo de drogas
antigas utilizadas no tratamento da tuberculose (Brennan e Nikaido, 1995), e o estudo de
vias metabdlicas envolvidas na biossintese dos dcidos mic6licos tem sido proposto como
passo importante para a identificacdo de potenciais alvos para o desenvolvimento de novas

drogas contra a doenga (Young, 1998).

Sistema tipo II de biossintese de acidos graxos

O sistema tipo II de biossintese de dcidos graxos (FAS II), presente em bactérias e
plantas, no qual cada reacdo € catalisada por uma enzima distinta, constitui-se num alvo
atraente para o desenvolvimento de drogas, uma vez que ele contrasta com o sistema tipo [
(FAS 1), presente em mamiferos, em que todas as reacdes sdo codificadas por uma uUnica
proteina com multiplos dominios (Heath, White e Rock, 2001). Interessantemente, o M.
tuberculosis possui os dois sistemas, € ambos geram precursores para a sintese de dcidos
micoélicos: enquanto o FAS I produz 4cidos graxos de 24 a 26 carbonos, além dos produtos
usuais de 16 e 18 carbonos, com a cadeia acilica ancorada a coenzima A, o FAS Il promove
a elongacdo dos produtos do FAS I, gerando lipideos de 24 a 56 carbonos, os quais
encontram-se ancorados a proteina carreadora de acila (PCA) (Brindley, Matsumura e

Bloch, 1969; Bloch, 1975). As reagcdes do FAS 1II estdao esquematizadas na Figura 3.
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PCA + C02 n NADPH + H+
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Figura 3: O sistema tipo II de biossintese de dcidos graxos em M. tuberculosis, em que
cada reacdo € catalisada por uma enzima distinta. A cada ciclo de quatro reagdes, dois

carbonos sao adicionados a cadeia crescente.

Como ilustrado acima, o FAS II catalisa a elongacdo de dcidos graxos provenientes
do FAS I por meio de um ciclo de quatro reacdes, o qual se inicia com a adi¢do de unidades
de dois carbonos, providas pelo malonil-PCA, a cadeia acilica crescente, catalisada pelo
complexo enzimatico fS-cetoacil-PCA sintase (KasA/KasB), gerando S-cetoacil-PCA, que,
por sua vez, é reduzido a S-hidroxiacil-PCA pela enzima fS-cetoacil-PCA redutase (MabA).
O f-hidroxiacil-PCA € entdo convertido a 2-trans-enoil-PCA pela a¢do da S-hidroxiacil-
PCA desidratase (HadAB). O ultimo passo do ciclo € a reducdo de 2-trans-enoil-PCA,

catalisada pela 2-trans-enoil-PCA redutase (InhA), a um 4cido graxo com dois carbonos a
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mais. O ciclo repete-se até que um dcido graxo saturado de tamanho adequado seja
produzido (Oliveira et. al., 2007; Sacco et al., 2007). E oportuno destacar que interagdes
proteina-proteina entre enzimas do sistema FAS II e entre estas e as enzimas responsdveis
pelas modificacdes introduzidas nos 4cidos graxos sdo fundamentais para a biossintese de

dcidos micolicos em M. tuberculosis (Veyron-Churlet et al., 2005).

S-Cetoacil-PCA redutase

A enzima de M. tuberculosis [-cetoacil-PCA redutase (MabA, EC 1.1.1.100),
codificada pelo gene mabA, com 744 nucleotideos, catalisa a segunda etapa do FAS II, a
reducdo de S-cetoacil-PCA dependente de NADPH e H', gerando S-hidroxiacil-PCA e
NADP* (Banerjee et al., 1998), como mostrado na Figura 4. Esta enzima demonstra uma
grande preferéncia por NADPH em detrimento de NADH, bem como maior especificidade
por cadeias longas de f-cetoacil, em concordincia com sua fungdo na biossintese de
precursores de dcidos micdlicos. Observou-se ainda um equilibrio entre formas dimérica e
tetramérica da enzima em solu¢do, com uma constante de dissociacao de 22 uM (Marrakchi
et al., 2002). Com 247 aminodcidos preditos em sua estrutura primdria, a MabA ¢
classificada como membro da familia de desidrogenases e redutases de cadeia curta (SDR)
(Oppermann et al., 2003), e a determinacdo de sua estrutura cristalogréfica, tanto na
presenca quanto na auséncia de NAPDH, revelou o dobramento de Rossmann para ligacdo

de nucleotideos e a possivel triade catalitica de serina, tirosina e lisina, caracteristicos da

familia SDR (Cohen-Gonsaud et al., 2002).
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MabA H O
NADPH + H + pcA — NADP' 4+ 2 PCA
S/ s/

Figura 4: Reacdo catalisada pela S-cetoacil-PCA redutase. NADPH ¢€ a fonte de hidreto

para a reducgdo de S-cetoacil-PCA.

Recentemente, foi demonstrado que o gene mabA € essencial em M. tuberculosis,
visto que sua inativac@o inviabiliza a sobrevivéncia do bacilo (Parish et al., 2007). Esta
observagdo, somada as diferencas estruturais entre o FAS II micobacteriano e o FAS I
humano, torna a MabA um potencial alvo para o desenvolvimento de drogas contra a
tuberculose, e a caracterizacdo do mecanismo de acdo desta enzima € um passo importante
para alcancar este objetivo. Assim, o presente trabalho trata da investigacdo dos
mecanismos cinético, quimico e cooperativo da reacdo catalisada pela MabA, empregando

acetoacetil-CoA (AcAcCoA) como substrato.
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Objetivos

Os principais objetivos da linha de pesquisa na qual estd inserido o presente trabalho
sdo identificar e caracterizar potenciais alvos moleculares do bacilo causador da
tuberculose e desenvolver drogas capazes de atuar nesses alvos. Como passo inicial nessa
direcdo, o gene mabA de M. tuberculosis H37Rv foi clonado e expresso em Escherichia
coli, como parte do trabalho de mestrado de Luiz Pedro Sério de Carvalho, realizado entre
2000 e 2001, sob orientacdo dos Professores Luiz A. Basso e Didgenes S. Santos.

Este trabalho € a continua¢do daquele iniciado em 2000 e tem como objetivos
especificos elucidar os mecanismos cinético e quimico da reagdo catalisada pela enzima f-
cetoacil-PCA redutase de M. tuberculosis H37Rv, e caracterizar tanto a ligacdo em
equilibrio de NADPH e acetoacetil-CoA a enzima, quanto a cinética de ligagdo em estado

pré-estaciondrio de NADPH a mesma.
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Capitulo I

“Mycobacterium tuberculosis -ketoacyl-acyl carrier protein (ACP) reductase: kinetic and

chemical mechanisms”

Artigo publicado no periédico Biochemistry em 2006.
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Capitulo IT

“Mycobacterium tuberculosis [-ketoacyl-ACP reductase: asecondary kinetic isotope

effects and kinetic and equilibrium mechanisms of substrate binding”

Artigo publicado no periddico Archives of Biochemistry and Biophysics em 2008.
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Discussao

Os resultados que serdo discutidos a seguir referem-se ao artigo do Capitulo I,
intitulado “Mycobacterium tuberculosis [-ketoacyl-acyl carrier protein (ACP) reductase:
kinetic and chemical mechanisms”, o qual trata, em grande parte, da ordem de adi¢do dos
substratos a enzima. Torna-se apropriada, portanto, uma brevissima recapitulacdo dos
principais mecanismos cinéticos em catdlise enzimdtica com dois ou mais substratos.

Os mecanismos sdo classificados em dois grupos principais, a substituicdo
enzimatica, ou ping-pong, € o seqiiencial. No primeiro, um dos substratos liga-se a enzima
e ha formacao e liberagdo de um dos produtos antes que o outro substrato seja adicionado.
O segundo substrato liga-se ent@o a enzima e o segundo produto € formado (Figura 5). Uma
caracteristica deste mecanismo é a modifica¢do covalente da enzima, a qual ocorre apds a
adicdo do primeiro substrato. O mecanismo de ping-pong € freqiientemente observado em
reacOes de transferéncia de grupamentos tais como fosfato e amina (Cleland, 1963a, Segel,

1975).

Figura 5: Mecanismo enzimdtico de ping-pong, onde E representa a enzima, A e B sdo
substratos, P e Q sdo produtos, E’ representa a forma covalentemente modificada da enzima

ek, (n=1, 2, ..., 8) sdo constantes macroscopicas de velocidade.
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No mecanismo seqiiencial, hd formacdo de um complexo terndrio composto pela
enzima e pelos dois substratos. Este mecanismo € subdividido em pelo menos quatro
categorias, dependendo da ordem de adi¢do dos substratos e das magnitudes relativas das
constantes de velocidade (Figura 6). Nos mecanismos em equilibrio rdpido, a etapa
contendo a transformagdo quimica € significativamente mais lenta que as etapas de ligacao
de substratos, enquanto que nos mecanismos em estado estaciondrio, o passo contendo a
etapa quimica €, no minimo, equivalente em magnitude aos passos de ligacio de substratos.
Estes mecanismos podem ser classificados em ordenados, quando hd uma ordem
compulsoéria de adi¢do de substratos a enzima, ou em aleatérios, quando qualquer dos
substratos pode ligar-se a enzima livre (Cleland, 1963a, Segel, 1975). A elucida¢do do
mecanismo cinético €, geralmente, a primeira abordagem na investigacdo do mecanismo de

acdo de uma enzima (Cook e Cleland, 1981a).

EA

EAB E+P+Q

Figura 6: Mecanismos enzimdticos seqiienciais, onde E representa a enzima, A e B sdo

substratos, P e Q sdo produtos e k, sdo constantes macroscopicas de velocidade.
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Padroes de velocidade inicial e inibicao por produtos

Para obter informagdes sobre a ordem de adi¢do dos substratos a MabA, os padrdes
de velocidade inicial foram avaliados tanto para NADPH quanto para AcAcCoA como
substratos de concentracao varidvel (Figura 1, artigo). O conjunto de retas intersectaveis em
ambos os graficos de duplos reciprocos € consistente com um mecanismo seqiiencial para a
reacao catalisada pela MabA, havendo formacdo de um complexo terndrio MabA-NADPH-
AcAcCoA. Caso o mecanismo fosse ping-pong, um dos graficos deveria apresentar um
conjunto de retas paralelas (Segel, 1975). Como as retas intersectam-se a esquerda do eixo
das ordenadas nos dois graficos, um mecanismo ordenado em equilibrio rdpido também
pode ser descartado, uma vez que este mecanismo prediz que as retas deveriam intersectar-
se sobre o eixo das ordenadas quando o segundo substrato a ligar-se a enzima fosse variado
e o primeiro mantido a concentracdes fixas e crescentes (Cleland, 1963a).

Os estudos de velocidade inicial com a MabA foram compativeis com (trés
mecanismos seqiienciais: aleatorio em equilibrio rdpido, aleatorio em estado estaciondrio e
ordenado em estado estaciondrio. A andlise dos padrdes de inibi¢do por produtos € capaz de
diferenciar mecanismos cujas equacdes de velocidade sejam distintas (Cleland, 1963b), e,
portanto, um estudo de inibi¢do por produtos foi realizado com a MabA, utilizando NADP*
e S-hidroxibutiril-CoA como inibidores (Tabela 1, artigo). Os dois produtos apresentaram
inibicdo do tipo ndo-competitiva contra ambos os substratos, sugerindo um mecanismo
aleatdrio em estado estaciondrio para a MabA, onde ha formacao de complexos bindrios do

tipo MabA-NADPH e do tipo MabA-AcAcCoA, e a etapa que contém a etapa quimica nao
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¢ necessariamente determinante da velocidade da reacdo. A Figura 7 mostra a seqiiéncia

cinética proposta para esta reacao.

E-NADPH E-NADP*

kl// k 3 f/
k -1 k'3 k 5

E E-NADPH-AcAcCoA E-NADP*-BHBCoA
k»
k.,

6
kg
ky ks ky
k4 ko

E-AcAcCoA E-BHBCoA

XE

Figura 7: Mecanismo cinético proposto para a enzima MabA.
Efeitos isotopicos cinéticos primarios de deutério

Para investigar os passos limitantes da velocidade, bem como a estereoquimica da
transferéncia de hidreto, efeitos isotdpicos cinéticos primarios de deutério foram medidos
utilizando-se NADPH deuterado na posi¢do pro-S (Tabela 2, artigo). Pela magnitude dos
efeitos isotdpicos observados pode-se concluir que o hidrogénio pro-S da nicotinamida ¢é
transferido para a AcAcCoA, uma vez que efeitos isotdpicos secunddrios, os quais
ocorreriam se o hidrogénio pro-R fosse transferido, deveriam ser muito menores do que os
observados com a MabA. Também € possivel concluir que a transferéncia de hidreto €
modestamente limitante da velocidade da reagdo, visto que os efeitos isotOpicos, para

ambos os substratos, na velocidade maxima (DV) sao menores do que 2, o limite minimo no
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valor de efeitos isotdpicos para que a etapa na qual eles reportam seja consideravelmente
determinante da velocidade (Northrop, 1975).

Outra aplicagdo da andlise de efeitos isotopicos cinéticos em enzimologia é a
elucidacdo de mecanismos cinéticos pela avaliacdo da dependéncia dos efeitos isotdpicos
aparentes no parametro V/K, onde K € a constante de Michaelis, para um substrato com a
variagdo do co-substrato. Sejam A e B, respectivamente, o primeiro e o segundo substratos
adicionados a enzima, DV/KA decrescerd a 1 quando a concentracdo de B for saturante e
PV/Kg serd independente da concentracdo de A, caso o mecanismo seja ordenado em estado
estaciondrio. Se o mecanismo for aleatério em estado estaciondrio e A, ao ligar-se a
enzima, reagir mais rapidamente do que, ou tdo rapidamente quanto, ele se dissocia da
mesma, "V/K, decrescerd a um valor maior do que 1 quando a concentracdo de B atingir
niveis saturantes, enquanto que “V/Kg ndo variard com a concentracdo de A se B, ao ligar-
se a enzima, reagir mais rapidamente do que, ou tdo rapidamente quanto, ele se dissocia da
mesma (Cook e Cleland, 1981a). Os resultados obtidos com a MabA (Figura 2, artigo)
indicam um mecanismo aleatério em estado estaciondrio, confirmando os resultados de
inibi¢do por produtos e o modelo mostrado na Figura 7. Além disso, pode-se sugerir que a
AcAcCoA, uma vez ligada a MabA, reage para formar produtos com uma velocidade

minima igual a sua velocidade de dissociacdo da enzima.

Efeitos isotopicos cinéticos de solvente e inventario de protons

Na tentativa de examinar a contribui¢do da transferéncia de prétons na composi¢ao
da etapa limitante da velocidade, efeitos isotdpicos cinéticos de solvente foram medidos

empregando-se DO como meio reacional (Figura 3, artigo). Os resultados (Tabela 2,
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artigo) indicam que pelo menos uma protonacdo € parcialmente limitante da velocidade, e,

. . - a1 D,0 .
considerando-se adi¢des nucleofilicas a carbonos carbonilicos, valores de “2~V maiores do

que 2, como obtidos para a MabA, geralmente sugerem mecanismos concertados (Klinman,
1978).

Com o intuito de inferir o nimero de protons transferidos durante a etapa sensivel
ao efeito isotopico de solvente, um inventario de prétons foi realizado em V, medindo-se a
velocidade da reacdo em fracdes molares distintas de D,O. A relacdo linear observada
(inser¢do na Figura 3A, artigo) indica que a transferéncia de apenas um préton origina o

efeito isotdpico de solvente (Quinn e Sutton, 1991).

Perfis de pH e temperatura

A presenca de catdlise acido-base na reacdo foi investigada pela andlise dos perfis
de variacdo de parametros cinéticos em funcido de pH medindo-se a constante catalitica
(kea) € as constantes de especificidade (k. /K). Os resultados (Figura 4, artigo) sdo
compativeis com a condi¢dao de que um tunico residuo de aminodcido esteja protonado para
que tanto a atividade quanto a ligacdo de AcAcCoA sejam mantidas. Além disso, o perfil
de kco/ Knappu sugere que um residuo deva estar protonado e o fosfato-2 do nucleotideo,
desprotonado, para que a ligacdo de NADPH seja eficaz. Os valores de pK aparentes
calculados ndo permitem identificar sem ambigiiidade quais residuos de aminodcidos estao
desempenhando as fungdes supracitadas.

Para determinar a energia de ativacdo da reacdo catalisada pela MabA, averiguou-se

a dependéncia de k., com a temperatura, construindo-se um gréfico de Arrhenius (Figura 5,
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artigo). Uma energia de ativagdo de 9,0 kcal mol™ foi obtida, a qual, provavelmente, estd
associada, em grande parte, a etapas que ndo a etapa quimica. A linearidade do grafico
também indica que a etapa determinante da velocidade ndo muda dentro da faixa de

temperatura testada.

Regioquimica da transferéncia de hidreto

Para testar a possibilidade de que o hidreto fosse adicionado ao carbono 2 da
AcAcCoA, havendo uma reducdo indireta do carbono 3, o que poderia ocorrer caso o
substrato passivel de reducdo estivesse em sua forma endlica, uma anélise por ressonancia
magnética nuclear foi realizada com o produto reacional S-hidroxibutiril-CoA, gerado ou
na presenca de NADPH ou na presenca de [4S-"H]-NADPH. Os resultados obtidos (Figura
6, artigo) apontam para a adicdo de hidreto diretamente ao carbono 3 da AcAcCoA. E
importante salientar que este experimento foi idealizado, desenvolvido e analisado pelo Dr.
Luiz Pedro S. de Carvalho e pelo Dr. John S. Blanchard, do Departamento de Bioquimica
do Albert Einstein College of Medicine, em Nova lorque, os quais foram colaboradores

neste trabalho.

Efeitos isotopicos cinéticos miiltiplos

Com o intuito de distinguir 0 mecanismo quimico da reacdo entre concertado e por

etapas (com intermedidrio), efeitos isotopicos cinéticos de solvente foram determinados

utilizando-se NADPH deuterado na posi¢do pro-S. Considerando-se que o efeito isotépico
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cinético primdrio € expresso apenas na transferéncia de hidreto e assumindo-se
empiricamente que o efeito isotdpico cinético de solvente reporta apenas na protonagdo do
possivel alcoxido, o uso de [4S-*H]-NADPH deveria diminuir a velocidade apenas da
transferéncia de hidreto. Se tanto transferéncia de hidreto quanto de préton ocorrem na
mesma etapa, a velocidade de protonacdo serd indiretamente diminuida com o uso de
NADPH deuterado, e o efeito isotdpico de solvente serd maior. Por outro lado, se hidreto e
préton sdo transferidos em passos distintos, a etapa de protonagdo serd agora menos
limitante da velocidade, e o efeito isotopico de solvente serd menor (Hermes et al., 1982).
Os resultados com a MabA (inserc¢do na Figura 3B, artigo) ndao foram esclarecedores
com relagdo a presenca de intermedidrios de reacdo, uma vez que o efeito isotépico em V/K
diminuiu, tornando-se inverso, 0 que apontaria para um mecanismo por etapas, e o efeito
em V permaneceu inalterado, dentro do erro experimental, sugerindo um mecanismo
concertado (Tabela 2, artigo). A origem do efeito isotopico de solvente inverso observado
para a MabA com [4S-*H]-NADPH nio ¢ clara. Entre as principais possibilidades estd a
existéncia de um efeito isotdpico inverso de equilibrio, possivelmente reportando em

alguma mudanga de conformacgdo da enzima antes da etapa catalitica.

Variacao dos efeitos isotépicos cinéticos primarios com o pH

Como a investigacdo do mecanismo quimico da reagdo catalisada pela MabA pela
andlise de efeitos isotopicos multiplos gerou conclusdes contraditérias, efeitos isotopicos
primdrios foram determinados em um pH onde a transferéncia de prétons € mais limitante
da velocidade (pH 10.0). Novamente, a teoria prediz que os efeitos isotopicos primdrios

deveriam aumentar neste pH caso as transferéncias de préton e hidreto facam parte da
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mesma etapa, uma vez que a protonagdo tornar-se-ia mais limitante em pH basico, e ambos
os efeitos, em V/K e V, seriam iguais. Se a reagdo ocorrer por etapas, os efeitos 1sotopicos
primdrios iriam diminuir, visto que a transferéncia de hidreto seria menos limitante da
velocidade (Cook e Cleland, 1981b; Cook e Cleland, 1981c). Os resultados com a MabA
(Figura 7, artigo) estdo de acordo com a primeira hipétese (Tabela 2, artigo) indicando que
o passo dependente de pH e o passo sensivel a substituicao isotdpica sdo o mesmo, o que
pode ser interpretado como um mecanismo concertado se for assumido que a etapa
dependente de pH corresponde a protonacdo do substrato acilico. Esta proposicdo é

ilustrada na Figura 8, respeitando os perfis de pH e a regioquimica de transferéncia de

hidreto.

/“‘H/O\H
) P

H
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0
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0 — |+/
\
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R

Figura 8: Mecanismo quimico proposto para a reac@o catalisada pela MabA.
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Os resultados discutidos a seguir referem-se ao artigo do Capitulo 2, intitulado
“Mycobacterium tuberculosis [-ketoacyl-ACP reductase: orsecondary Kkinetic isotope
effects and kinetic and equilibrium mechanisms of substrate binding”. Este trabalho
aprofunda a andlise do mecanismo quimico da reacdo pela determinacdo de efeitos

isotépicos a+secunddrios e investiga 0 modo de ligagdao dos substratos a enzima.

Purificacdo da enzima

Com o objetivo de melhorar o rendimento obtido na purificagdo da enzima, um
novo protocolo foi estabelecido, empregando-se trés passos cromatograficos: afinidade,
exclusdo por tamanho e troca catidnica. Este protocolo permitiu um aumento de 25 % na
quantidade de proteina purificada por grama de célula em comparagdo com o protocolo

anterior, descrito no primeiro artigo, e sua atividade especifica manteve-se a mesma.

Efeitos isotopicos cinéticos a~secundarios de deutério

Almejando a investigar a contribuicdo da mudanca de hibridizacio de sp° para sp*
no carbono 4 da porcdo nicotinamida do NADPH para a determinacdo da velocidade da
reacdo, efeitos isotdpicos arsecunddrios foram medidos utilizando-se [4R-H]-NADPH
(Figura 2A, artigo), e os resultados (Tabela 1, artigo) sugerem que a re-hibridizacio
contribui pouquissimo para limitar a velocidade reacional. Os valores para efeitos
isotépicos cinéticos asecundarios de deutério normais geralmente variam de 1,0 ao efeito

isotépico de equilibrio (“’DKeq), o qual é 1,13 para redu¢do de NADPH. Os valores normais
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encontrados para a MabA também sugerem que a ligacdo entre o carbono 4 e o hidrogénio
pro-R encontra-se menos restrita no estado de transi¢do do que no reagente (Cleland, 1995).

Com o intuito de observar uma expressao mais pronunciada dos efeitos isotopicos
cinéticos a~secunddrios, os dados foram coletados em pH 10,0 (Figura 2B), e o aumento
dos efeitos isotdpicos para ambos os substratos (Tabela 1, artigo) para um valor igual,
dentro do erro experimental, sugere que a etapa sensivel ao pH € a mesma sensivel a
substituicdo isotdpica (Cook e Cleland, 1981b). Estes resultados estdo de acordo com a

variacdo dos efeitos isotdpicos primdrios com o pH, discutida acima.

Associacao em equilibrio entre NADPH e MabA dimérica

O aumento da fluorescéncia do nucleotideo, resultante de sua ligacdo a forma
dimérica da enzima, foi monitorado para estudar a formagdao do complexo bindrio MabA-
NADPH em equilibrio. Os resultados (Figura 3, artigo) apontam claramente para a
existéncia de acentuada cooperatividade homotrépica positiva na formac¢do do complexo
binario MabA-NADPH, uma vez que o valor do coeficiente de Hill (k) (Tabela 2, artigo) é
0 maior possivel para um dimero.

Dados em equilibrio sugerindo cooperatividade positiva sdo consistentes tanto com
0 mecanismo concertado, ou modelo de simetria, onde ha dois isdmeros da enzima livre em
solucdo, E e E*, e o substratos liga-se efetivamente apenas a E (Monod, Wyman e
Changeaux, 1965), quanto com o mecanismo seqiiencial, ou ajuste induzido, no qual ha
somente uma forma de enzima livre em solucdo, o substrato liga-se a uma das subunidades

e desencadeia uma isomerizagdo que aumenta a afinidade da segunda subunidade pela
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proxima molécula de substrato (Koshland, Némethy e Filmer, 1966). Estes dois
mecanismos estdo representados na Figura 9 e na Figura 10, respectivamente, e sua

diferenciacdo experimental serd tratada adiante.

K
E* 2. E + NADPH E-NADPH
5 K,
N Y g s
Slow Fast

Figura 9: Mecanismo concertado ou modelo de simetria, onde a isomerizagdo entre as duas

formas de enzima livre, E e E*, € a etapa lenta, e k, sdo constantes microscépicas de

velocidade.
k2
E + NADPH E-NADPH E-NADPH*
4 -2
e — e . S
Fast Slow

Figura 10: Mecanismo seqiiencial, ou ajuste induzido, onde a isomerizacdo do complexo

bindrio € a etapa lenta. E representa a enzima, e k, sdo constantes microscOpicas de

velocidade.
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Associacao em equilibrio entre AcAcCoA e MabA dimérica

Nao foi possivel empregar espectroscopia de fluorescéncia para monitorar a
associacdo em equilibrio entre AcAcCoA e a forma dimérica da enzima, pois o substrato
gerou um efeito de filtro interno bastante elevado nos comprimentos de onda utilizados
para a excitagdo. Assim, didlise em equilibrio foi utilizada com tal objetivo, e os resultados
(Figura 5, artigo) sugerem que nao héd cooperatividade, positiva ou negativa, na formacao

do complexo binario MabA-AcAcCoA.

Interacao entre substratos e MabA monomérica

Ressonancia plasmonica de superficie foi utilizada para monitorar a ligacdo dos
substratos a forma monomérica da MabA (Figura 6, artigo). A enzima foi covalentemente
imobilizada em uma superficie sélida, e a subunidade ndo covalentemente ligada foi
removida sob fluxo constante de tampdo. Como esperado, houve abolicio da
cooperatividade na ligacdo de NADPH, uma vez que hd somente um sitio de ligacdo por
subunidade (Cohen-Gonsaud et al., 2005). O efeito nas constantes de dissociacio em
equilibrio para os dois substratos foi significante, porém pequeno, sugerindo que a
afinidade das formas dimérica e monomérica de MabA pelos substratos € semelhante.
Como um todo, os estudos de ligacdo corroboram o mecanismo aleatério proposto para a
MabA, visto que os dois substratos sdo capazes de ligar-se independentemente a enzima,

uma premissa deste mecanismo.
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Cinética em estado pré-estacionario da formaciao do complexo MabA-NADPH

Para distinguir entre os mecanismos concertado e seqiiencial propostos para
cooperatividade positiva, a velocidade de ligacio de NADPH a MabA foi medida durante
sua aproximagdo ao estado estaciondrio, monitorando-se a taxa de aumento da
fluorescéncia do nucleotideo resultante de sua associacdo com a enzima na forma dimérica
(Figura 7, artigo). A teoria prediz que a constante aparente de velocidade de associacdo
(kobs) deve diminuir com o aumento da concentracdo de substrato caso haja duas formas de
enzima livre em solu¢@o, pois quando E satura-se com substrato, a conversao de E* para E
passa a limitar o valor de kops. Por outro lado, k.s aumenta hiperbolicamente com a
concentracdo de substrato se houver uma forma de enzima livre em solu¢do e uma
isomeriza¢do do complexo bindrio limitando o valor de ks (Nakatami e Hiromi, 1980). Os
resultados com a MabA (Figura 8, artigo) estdo de acordo com a primeira hipotese,
sugerindo que a interacdo entre NADPH e MabA segue o mecanismo concertado, ou
modelo de simetria, proposto na Figura 9.

A andlise das amplitudes do sinal de fluorescéncia (inser¢cdo na Figura 8, artigo)
permitiu a obten¢do de um valor para a constante de dissociacdo média (K’) do complexo
MabA-NADPH em estreito acordo com o valor obtido em equilibrio e com o valor
calculado para a constante global de dissociacdo (Tabela 2, artigo), cuja deducdo é descrita
no artigo, indicando que nao hd passos adicionais no mecanismo representado na Figura 9.

Os resultados aqui interpretados permitiram a proposicao de mecanismos cinético e
quimico para a reacdo catalisada pela MabA, bem como um modelo para a ligacdo de
NADPH a enzima. Além de contribuir para a expansdo do conhecimento sobre a

bioquimica de M. tuberculosis, estes resultados serdo tteis para o desenho de inibidores da
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atividade desta enzima, a qual € proposta como um importante alvo para o desenvolvimento
de drogas contra a tuberculose.

Este trabalho representa um passo importante para a elucidagdo do modo de agdo da
MabA, porém deixa para ser ainda investigados aspectos fundamentais da reac¢do e do
comportamento quimico da enzima. Por exemplo, o mecanismo catalitico da MabA pode
ser estudado pela andlise de formas mutantes da mesma, as quais podem ser obtidas por
mutagénese direcionada ao sitio, permitindo assim a atribui¢do de funcgdes especificas a
residuos de aminoécidos do sitio ativo. Além disso, a clonagem, expressdo e purificagdo da
proteina carreadora de acila de M. tuberculosis H37Rv seria uma etapa essencial para a
caracteriza¢do da interacdo desta com a MabA, o que representaria uma oportunidade de
inferir sobre o comportamento da enzima em um ambiente mais préximo daquele

encontrado na célula.
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