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RESUMO

As proteinas quinases (PKs) sdo enzimas que catalisam a transferéncia de grupos fosforila para proteinas. Sua relevancia como alvos
terapéuticos ¢ amplamente reconhecida, devido ao seu papel central na regulag@o celular e na patogénese de diversas doengas. Neste estudo,
relatamos que a quinase de Abelson (Abl), associada a leucemia mieloide cronica, apresenta, além da atividade quinase, uma atividade ATPase
secundaria. A enzima foi expressa em Escherichia coli, purificada por cromatografia (afinidade e exclusdo por tamanho) e caracterizada por
SDS-PAGE e RMN. Por meio de espectroscopia de RMN 1D de 3'P, demonstramos a conversdo de ATP em ADP e fosfato pela Abl. Inibidores
ortostéricos, como imatinibe ¢ dasatinibe, suprimem essa reagdo, sugerindo correlagdo funcional. O monitoramento da atividade ATPase da

Abl configura um método alternativo para triagem de farmacos, superando limitagdes dos ensaios classicos disponiveis comercialmente.

Palavras-chave: Atividade ATPase, Quinase de Abelson (Abl), RMN 1D de *'P, Ensaios de atividade, Triagem de inibidores

Introducao

As proteinas quinases (PKs) sdo enzimas que catalisam a
transferéncia de grupos fosforila, geralmente a partir do ATP, para
proteinas, alterando sua atividade, capacidade de interacdo e
localizagdo celular (1,2).
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Figura 1. Esquema de uma reacdo catalisada por uma proteina
quinase em (a) e por uma ATPase em (b).

A relevancia das PKs como alvos terapéuticos ¢ amplamente
reconhecida, em virtude de seu papel central na regulagdo de
processos celulares e na patogénese de diversas doencas. Apesar das
|PKs serem extensivamente estudadas, ha poucos relatos peneos—na
literatura sobre enzimas dessa familia que apresentam atividade

ATPase intrinseca, descrita como uma reagao secundaria. O presente
trabalho relata a descoberta da atividade ATPase da quinase de
Abelson (Abl), uma quinase de tirosina amplamente estudada devido
ao fato de que sua atividade desregulada leva ao surgimento da
leucemia mieloide cronica (LMC) (2), e explora essa reacdo como
uma alternativa para triagem de inibidores dessa enzima.

Experimental
Expressdo, purifica¢do e caracterizagdo da enzima Abl.

A enzima Abl foi produzida em células de Escherichia coli BL21
(DE3) em meio de cultura Luria-Bertani (LB) sob o controle do
promotor T7 e purificada por meio de um protocolo envolvendo trés
etapas cromatograficas sequenciais: duas de afinidade e uma de
exclusdo por tamanho. A quinase obtida foi caracterizada por SDS-
PAGE e por espectroscopia de ressonancia magnética nuclear
(RMN), visando confirmar sua obtencdo, pureza e enovelamento.

Ensaios de atividade

As reagoes enzimaticas foram realizadas em tampao tris-HCI 40 mM
pH 7,5 contendo 2,5 mM de MgCl, e 2% v/v de DMSO. As reagdes
foram paradas apds 2 horas com uma solu¢do de EDTA, capaz de se
complexar com o cofator Mg*?, de modo que sua concentragio final
foi de 30 mM. As reagdes foram analisadas por espectroscopia de
RMN 1D de 3'P quantitativa. O fosfato de trimetilo (TMP) foi
utilizado como padrdo interno na concentragéo final de 2,14 mM. Os
espectros foram obtidos a 25 °C, utilizando um espectrometro Bruker
Avance III Nanobay de 400 MHz, equipado com sonda PABBFO-H-
D/Z-grad de 5 mm.
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Resultados e Discussao

Utilizando a espectroscopia de RMN 1D de 3'P, foi possivel
monitorar e quantificar a conversdo de ATP em ADP e fosfato
inorganico (Pi) catalisada pela Abl, mesmo na auséncia de substratos
adicionais (Figura 2), demonstrando que essa enzima possui uma
atividade ATPase intrinseca.
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Figura 2. Espectros de RMN de 1D de *'P. O meio reacional
consistiu em tampao Tris-HCI 40 mM (pH 7,5), 2,5 mM de cloreto
de magnésio e 2% v/v de DMSO. O espectro em marrom corresponde
ao meio contendo 1,27 uM da enzima Abl, enquanto o espectro em
azul representa o controle, sem a enzima, no qual ndo foi observada
reacdo. As reagdes foram iniciadas pela adigdo de ATP até a
concentragdo final de 1,6 mM, incubadas por 2 horas e, em seguida,
interrompidas com EDTA antes da analise por RMN de *'P.

Visando avaliar a possibilidade de utilizar a atividade ATPasica da
Abl quinase como método bioquimico para ensaios enzimaticos.
Determinou-se o ke aparente da reagdo, obtendo-se um valor de
5,3+£02min' (8,8 x 102 s'), cerca de 80 vezes inferior ao
reportado para o peptideo abltide, substrato modelo da Abl para
atividade quinase. Embora a velocidade de hidrolise de ATP seja
consideravelmente menor que a atividade fosfotransferase tipica,
essa diferenga era esperada por se tratar de uma reacdo de fundo,
comportamento ja descrito para outras quinases (3).

Com base nos dados experimentais, foi possivel construir uma curva
de inibi¢do com imatinibe, evidenciando uma inibigdo dependente da
concentragdo, comum Kqde 2,7+ 0,7 uM (Figura 3a). A comparagio
entre imatinibe e dasatinibe revelou perfis inibitorios distintos
(Figura 3b): enquanto o imatinibe inibiu cerca de 50% da atividade a
3 uM, o dasatinibe promoveu inibigdo completa nessa mesma
concentragdo, refletindo sua maior afinidade pela Abl.

Apesar da baixa velocidade da atividade ATP4sica intrinseca da Abl,
o estudo demonstrou a viabilidade de um ensaio baseado nessa
atividade, com quantificagdo de fosfato por RMN de 3'P, técnica
especifica e precisa, mas de alto custo. Alternativas como o método
do azul de molibdénio, técnicas eletroanaliticas e cromatografia
idnica surgem como estratégias promissoras para ampliar a
acessibilidade ¢ a aplicacdo desses ensaios (4,5).
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Figura 3. Desenvolvimento de um ensaio para a Abl baseado na
atividade ATPasica. a) Efeito da concentragdo de imatinibe sobre a
atividade da Abl, avaliado por RMN 1D de *'P nas mesmas
condigoes de tampao descritas anteriormente. b) Comparagdo entre
imatinibe e dasatinibe (3 M cada) na inibi¢do da atividade da Abl.

Conclusoes

O monitoramento da atividade ATPasica da Abl resultou no
desenvolvimento de uma nova tecnologia (6), configurando uma
estratégia metodologica simples e custo-efetiva para avaliar a inibi¢ao
da quinase, sem a necessidade de substratos peptidicos. Este ensaio
representa um avango para o desenvolvimento de métodos de nova
geragdo aplicaveis a Abl e potencialmente a outras quinases,
superando as limitagdes dos métodos classicos, que sdo onerosos,
complexos ou geram residuos radioativos.
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