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Resumo

Fosfodiesterase (PDE) € uma super familia de enzimas responsaveis pela
degradacdo dos segundos mensageiros intracelulares adenosina monofosfato ciclico
(AMPc) e guanosina monofosfato ciclico (GMPc). Como reguladoras essenciais na
sinalizacdo de segundos mensageiros ciclicos com diversas fungdes fisioldgicas as
PDEs sao alvo de drogas para o tratamento de diversas doencas. Dentre estas estdo
insuficiéncia cardiaca, depressao, asma, inflamacao e disfuncédo erétil. Dentre as 11
familias de genes de PDE, a fosfodiesterase 5 (PDES5) é especifica para GMPc, sendo
responsavel pela atividade de hidrélise que sofre o GMPc dentro dos tecidos dos
corpos cavernosos penianos dos homens. A PDE5 é amplamente conhecida por ser
alvo de diversas drogas utilizadas no tratamento da disfungao erétil, como por exemplo,
o sildenafil (Viagra®). Este trabalho tem por objetivo a sintese da regido codificante,
clonagem, expressao e purificagdo do dominio catalitico da PDES5 humana. A sintese
da regido codificante do polipeptideo alvo foi realizada através da técnica de overlap,
utilizando 24 oligonucleotideos que foram unidos através da reagdo em cadeia da
polimerase (PCR). A construgdo foi clonada em vetor pCRBIunt® e sequenciada para
confirmar sua identidade e a auséncia de mutagdes. O fragmento foi subclonado em
vetor de expressao pET23a(+) com sitios de restricdo Ndel e BamHI|, para o N terminal
e C terminal, respectivamente. Células eletrocompetentes de E. coli Rosetta (DE3)
foram transformadas com o plasmideo recombinante, a regido que codifica para o
dominio catalitico da PDES5 foi expressa em sua forma soluvel e ativa na presenca de
0,1 mM do indutor IPTG. Quando o dominio catalitico da PDES foi isolado, um

rendimento de 2,39 mg.mL" foi obtido através de 3 passos de purificagdo. O dominio
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catalitico da PDES5 puro permitira a realizacdo de uma triagem de extratos vegetais
oriundos da biodiversidade brasileira. Com o intuito de buscar novos compostos que
possam se tornar possiveis inibidores de PDES5, e assim serem utilizados no tratamento

da disfuncao erétil.

Palavras — chave: AMPc, GMPc, disfuncéao erétil, fosfodiesterase 5.



Abstract

Phosphodiesterases (PDEs) are a super family of enzymes which degrade the
intracellular second messengers cyclic guanosine monophosphate (cGMP) and cyclic
adenosine monophosphate (cAMP). As essential regulators in cyclic nucleotide
signaling with diverse physiological functions, PDEs are drug targets for the treatment of
various diseases including heart failure, depression, asthma, inflammation, and erectile
dysfunction. Among the eleven PDE gene families, the cGMP-specific PDE5 is the
principal cGMP-hydrolyzing activity in the human corpus cavernosum tissue. It is well
known as the target of many drugs used in the treatment of erectile dysfunction, like
sildenafil. This work aims the synthesis of the coding region, cloning, expression and
purification of the catalytic domain of human PDES5 gene which encodes the
phosphodiesterase 5. The synthesis of the coding region of the target polypeptide was
accomplished by using 24 primers, which were ligated by overlap extension using the
polymerase chain reaction. The construction was cloned into pCRBIunt® vector and
sequenced to confirm its identity and the absence of mutations. The fragment was
subcloned into pET23a(+) expression vector with Ndel and BamH| restriction sites.
Escherichia coli Rosetta (DE3) electrocompetent cells were transformed with the
recombinant plasmid and the coding region of the catalytic domain of the PDE5 was
expressed in its soluble form with 0.1mM of IPTG induction. The purification yielded 2.39
mg.mL'1 through 3 steps of purification. The pure catalytic domain of PDES5 will allow
screening for the discovery of new natural inhibitors from the brazilian biodiversity that

could be used in the treatment of erectile dysfunction.
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1. Capitulo 1

1.1 Introducgao

1.1.1 Disfungao erétil e Erecao

A Disfuncdo Erétil (DE), popularmente conhecida por impoténcia, é a
incapacidade de se obter ou manter uma ere¢cado adequada para a pratica da relagao
sexual. N&o deve ser confundida com a falta ou diminuicdo da libido, nem com a
dificuldade em ejacular ou em atingir o orgasmo. Dados da Organizagcdo Mundial de
Saude (OMS), sugerem que 30% da populagdo economicamente ativa manifesta algum
tipo de DE, o que no Brasil representa cerca de 11 a 15 milhdes de homens.

A erecdo é um fendmeno hemodinamico, dependente do relaxamento do
musculo liso cavernoso e das arteriolas do corpo cavernoso, levando a um aumento do
fluxo sanguineo para o espago sinusoidal. O aumento do fluxo arterial distende o
espacgo lacunar dos sinusoides, comprimindo, passivamente, as vénulas entre os
sinusdides e a tunica albuginea dos corpos cavernosos. A relativa auséncia de
distensdo da tunica albuginea resulta na veno-oclusdo, que eleva a pressao
intracavernosa até valores proximos a pressdo arterial média, gerando uma eregao
plena [1]. Apos o estimulo sexual, o Oxido nitrico (NO) €& liberado por terminagdes
nervosas parasimpaticas e pelas células endoteliais que possui as isoformas neuronal
(nNOS) e endotelial (eNOS) da oxido nitrico sintase [2,3]. O éxido nitrico por ser gasoso
se difunde nas células da musculatura lisa vascular no corpo cavernoso do pénis,
interfere na conformacao da guanilil ciclase soluvel tornando-a ativa e aumentando os
niveis de guanosina monofosfato ciclica (GMPc) nessas células [4]. Este processo leva
a ativacdo da proteina quinase dependente de GMPc (PKG), a fosforilagdo de outras

proteinas e a diminuicdo de calcio por sequestro intracelular ou a reducdo da
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sensibilidade por calcio via ativagcdo de canais de potassio, o que resulta em um
relaxamento da musculatura lisa [3]. Sabe-se que os niveis intracelulares do GMPc sao
regulados pelo equilibrio entre a guanilil ciclase, que sintetiza GMPc e a fosfodiesterase
5 (PDES), responsavel pela degradagao deste segundo mensageiro [5]. Essa cascata

de reagdes quimicas & mostrada na figura 1.
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Fig 1: Rota de sinalizagdo NO/GMPc. A figura mostra o estimulo promovendo a sintese
de GMPc, seguido da sinalizagao intracelular dos alvos modulados por GMPc e o papel
das fosfodiesterases no consumo de GMPc. Essa rota mostra o relaxamento da

musculatura lisa vascular e erecdo peniana mediados pelo estimulo sexual.



Relaxamento de musculatura lisa € em parte mediado pela ativacdo de PKG,
subsequente abertura dos canais de potassio e a reducdo nos niveis de calcio por
sequestro intracelular. PDES5 € o alvo para sildenafil assim como para outros inibidores

utilizados no tratamento de disfungdes vasculares crénicas.

1.1.2 Fosfodiesterases

As fosfodiesterases (PDEs) pertencem a uma grande familia de 11 diferentes
genes. Essas enzimas sao estruturalmente relacionadas, porém funcionalmente
distintas, e altamente reguladas [6]. Sado fosfohidrolases que seletivamente catalisam a
hidrélise de ligagbes 3° de fosfato ciclico de adenosina e/ou guanosina 3,
5"'monofosfato ciclico.

Logo apos a descoberta da adenosina monofosfato ciclica (AMPc) por
Sutherland e colaboradores a atividade de PDE sobre nucleotideos ciclicos foi descrita
[7]. Com a descoberta do GMPc observou-se que tanto o AMPc quanto o GMPc podiam
ser hidrolisados pelo mesmo tipo de atividade, por exemplo, a hidrélise da ligagdo 3" do
fosfato ciclico. Baseado nos estudos de competicado por substratos tornou-se claro que
pelo menos algumas dessas atividades deviam ter o mesmo sitio catalitico. De fato,
muitos dos estudos preliminares em nucleotideos ciclicos foram direcionados para
entender a atividade PDE, pois, na época era mais facil medir a atividade da PDE do
que as atividades de AMPc ou GMPc, ou mesmo das enzimas que catalisavam suas
sinteses. Com o aprimoramento dos ensaios bioldgicos utilizando substratos radioativos
tornou-se clara a existéncia de multiplas formas de PDEs com diferentes propriedades
cinéticas e regulatorias [8,9].

Devido a complexidade do sistema de nucleotideos ciclicos de PDE fez-se

necessario adotar abordagens mais sofisticadas e complexas para entender o papel
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das PDEs na regulacdo de GMPc e AMPc na célula. Hoje esta claro que um unico tipo
celular pode expressar diferentes PDEs e que a natureza e a localizagdo dessas
enzimas parece ser um grande regulador de GMPc e AMPc dentro da célula. As PDEs
nao sao apenas reguladas em nivel genético, mas também por diversos mecanismos
bioquimicos, os quais incluem fosforilagdo e desfosforilagdo, ligagado alostérica de
GMPc ou AMPc, ligagdo de Ca*?/ calmodulina e diferentes interacdes proteina-proteina
[10]. O principal conceito sobre o papel das PDEs é de que elas modulam a forma
tridimensional, a amplitude e a duracdo dos nucleotideos ciclicos dentro da célula que
estd em expansdo. Algumas PDEs, sem duvida, funcionam apenas para impedir que
esses nucleotideos se espalhem para regides inapropriadas das células e outras
servem para regular o local de acesso de receptores especificos tanto de AMPc quanto
de GMPc nos locais intracelulares especificos. Acredita-se também que nem todas as
PDEs funcionam controlando a hidrdlise de nucleotideos ciclicos, e sim atuem como
proteinas mediadoras alterando interagdes proteina-proteina utilizando as mudancas
alostéricas induzidas pela ligacdo dos nucleotideos ciclicos. Esse ultimo conceito é

possivel, porém nao ha nenhuma demonstragao evidente de tal fato até hoje [11].
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1.1.3 Familias de PDE

A maior parte das familias de PDE possuem de mais de um gene (~20 genes de
PDE), que geram multiplos produtos de proteinas (>50 proteinas de PDE) através de
splicing alternativo de RNAm ou utiliza diferentes sitios iniciadores de promotores de
transcricdo. Grande parte das células possui multiplos genes de familias de PDE,
porém em diferentes quantidades, proporcoes e localizagdes. As fosfodiesterases 5, por
exemplo, sdo relativamente abundantes em musculatura lisa, incluindo vasculatura
pulmonar e corpos cavernosos penianos, onde aparentemente regulam a hidrolise de
GMPc que modula a vasodilatagao.

As PDEs de mamiferos exibem uma organizagédo estrutural bastante comum
entre elas, com um dominio catalitico conservado nas porgdes C-terminal das
moléculas e diferentes dominios regulatérios nas porgdes N-terminal. O dominio
catalitico, altamente conservado entre os membros de cada familia possui um motivo de
assinatura, comum a todas PDEs, e dominios de ligacdo a metal. Além disso, os
dominios cataliticos possuem sequéncias especificas para cada familia, que sao
responsaveis pelas diferentes afinidades por substratos, atividades cataliticas e
também sensibilidade a inibidores especificos. Algumas familias de PDE séao
relativamente especificas para AMPc, GMPc ou também podem hidrolisar ambos [12]

(Tabela 1).
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Tabela 1: Especificidade de substrato para cada familia de PDE

A (4), B (1), C (5) B AMPc / GMPc

A (3) AMPc / GMPc

A(1),B (1) AMPc / GMPc
A (8), B (3), C (4), D (5) AMPc
A (3) GMPc
A(1),B (1), C (1) GMPc
A (3), B (1) AMPC
A (5), B (1) AMPc
A (6) GMPc

A (2) AMPc / GMPc

A (4) AMPc / GMPc

1.1.4 PDEs como alvos terapéuticos

Imediatamente apds a descoberta da atividade PDE, descobriu-se que a cafeina
era um inibidor efetivo de PDE assim como outros analogos da mesma, como teofilina.
No entanto, o principio pelo qual a inibicdo da atividade de PDE seria valida como um
alvo terapéutico ndo era claro, até porque pouco se sabia sobre esses inibidores e
grande parte desses inibiam a maioria, senado todas, as PDEs nos tecidos. Uma razéo
importante para utilizar as PDEs como alvos terapéuticos esta relacionada com o

principio farmacolégico basico, de que a regulagdo de degradagédo de qualquer ligante

12



ou segundo mensageiro pode, frequentemente, realizar uma maior alteragdo na
concentragdo dos mesmos quando comparados com a regulagdo nas taxas de sintese.
Isso € verdade tanto para alteragbes farmacocinéticas em nivel de drogas ou para
alteragdes nas quantidades de moléculas de regulagdo celulares endogenas ou
metabdlitos. Essa propriedade intrinseca estaria aumentada se o processo celular
responsavel pela degradacédo apresentar um valor de Vi.x maior do que aquele do
processo de sintese. Sabe-se, que a maioria dos tecidos contém pelo menos uma
ordem de magnitude maior de atividade de PDE do que atividade ciclase, tanto para
AMPc quanto para GMPc e acredita-se ser improvavel que a maioria das PDEs atuem
abaixo do valor de Vi« para os substratos em condigdes fisioldgicas. A idéia atual € de
que em muitos compartimentos celulares os niveis de substrato podem ser altos e, no
entanto, essa grande atividade estaria presente. Outra razdo para que as PDEs sejam
possiveis bons alvos de drogas esta relacionada com a concentragdo de seus
substratos na célula. Normalmente os niveis de AMPc e GMPc na maioria das células é
de 1 a 10 pM. Isto significa que um inibidor competitivo ndo precisaria competir com
altos niveis de substrato endogeno para ser efetivo [11].

A razdo mais importante para o reconhecimento das PDEs como bons alvos de
drogas € o fato de que existem diferentes isoformas. Em fungdo do grande numero de
distintas formas de PDEs expressas em tecidos de mamiferos, ha uma forte evidéncia
de que muitas dessas PDEs estédo relacionadas a diferentes funcgdes fisiologicas no
organismo, assim como a diferentes condi¢cdes patoldgicas. Acredita-se ser possivel o
desenvolvimento de inibidores seletivos as isoformas, que podem ter como alvo funcdes
especificas e condigbes patoldgicas sem a alta probabilidade de causar efeitos

colaterais indesejaveis [13].
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1.1.5 Estruturas de dominios cataliticos

Nos ultimos quatro anos, estruturas cristalograficas para os dominios cataliticos
de sete diferentes familias de PDE foram resolvidas incluindo a PDE1B [14], a PDE3B
[15], a PDE4B [16,17,18,19], a PDE4D [18,19,20,21,22,23], a PDE5A [14,18,22,24], a
PDE7A [25] e a PDE9A [26]. No entanto, nenhuma estrutura de alta resolugéo para
qualquer holoenzima de PDE foi descrita, por isso pouco se sabe sobre os detalhes
moleculares de como os dominios regulatérios influenciam na catalise, porém sabe-se
que de fato possuem papéis importantes em relacdo a especificidade por substrato e
ligagédo de inibidores.

A maior parte dos dobramentos e dos elementos estruturais funcionais para cada
dominio catalitico sao bastante semelhantes, apesar de apresentarem,
aproximadamente, de 25 a 35% de identidade entre elas. Todos esses dominios
cataliticos contem trés subdominios compostos por 16 hélices e o sitio ativo € formado
na jungao das hélices por residuos que s&o altamente conservados entre as PDEs. Na
parte superior do bolsdo de ligagdo do substrato esta o sitio de ligagdo para dois metais
divalentes (Fig. 2A). Os metais zinco e magnésio sdo coordenados por residuos
localizados em cada um dos trés diferentes dominios. O sitio de ligacdo do metal zinco
possui trés residuos de histidina e dois de aspartato que s&o absolutamente
conservados entre todas as PDEs estudadas até hoje. Por serem residuos de histidina
e aspartato imagina-se que eles atuem para coordenar cations divalentes, que serao
necessarios para a atividade dessas proteinas (Fig. 2B). O metal magnésio liga-se mais
fracamente ao bolsao catalitico provavelmente em fungédo da presenga de moléculas de
agua que coordenam esse metal [16]. Possivelmente isso € o que ocorre nas PDEs

[25,27].
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Fig.2: Estrutura terciaria do dominio catalitico da PDES5. A) Bolsdo de ligagdo do

substrato. B) Sitio de ligacdo dos metais; Mg** (Rosa), Zn?* (Laranja).

Outra idéia interessante que surgiu a partir de estudos de estrutura é a proposta
para o mecanismo molecular dos nucleotideos ciclicos para especificidade. Em cada
uma das PDEs cuja estrutura foi resolvida, parece existir invariavelmente uma
glutamina que estabiliza a ligagdo do anel purinico no bolsédo de ligacédo [14]. Para as
PDEs que sao seletivas para AMPc em baixas concentragdes, essa glutamina possui
uma orientacdo, mediada por residuos vizinhos, que favorece a ligagao do AMPc. Ja
para as PDEs que preferem GMPc essa glutamina (Q817) esta disposta em uma outra
orientagcdo que entdo permite a ligagdo do GMPc [14] (Fig. 3). No caso de PDEs que
hidrolisam tanto AMPc como GMPc essa glutamina deve estar livre para se
movimentar. Essa hipotese chamada de glutamine switch parece formar a base

molecular para muitas das seletividades por substratos observadas entre as diferentes
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fosfodiesterases [14]. No caso da PDE5 sado essas peculiaridades em relacdo a
orientacdo que determina sua especificidade por substrato [28]. Outros estudos
comprovam a essencialidade de aminoacidos no sitio catalitico das PDES5 e PDE4 por
mutagénese sitio direcionada e afirmam que os mesmos também podem ter influéncia

na especificidade pelos substratos [29,30].

e,

Fig 3: Estrutura terciaria do dominio catalitico da PDES. Interagcédo do substrato 5°GMP

(Azul) com diferentes residuos no bolséo de ligagao.

Muitas dessas estruturas cristalograficas publicadas possuem inibidores de PDE
ligados a elas. Surge entdo um terceiro ponto interessante em relagéo aos estudos de

estrutura dessas enzimas, quando os inibidores se ligam ao sitio ativo da enzima,
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observa-se que ocorrem trés modos diferentes desta ligagdo ao sitio ativo da mesma
[18,31]. Estruturas cristalograficas de PDE4B, PDE4D e PDESA com inibidores
revelaram que os compostos interagem com as enzimas tanto através de ligagdes de
hidrogénio com residuos envolvidos na ligagdo de nucleotideos, através de residuos
hidrofobicos alinhados no canal do sitio ativo ou com ions metalicos mediados por agua
[18]. Esses mecanismos de ligagao tém despertado a curiosidade de pesquisadores a

buscarem novos possiveis inibidores para as fosfodiesterases.

1.1.6 Fosfodiesterase 5

A PDES5 foi inicialmente identificada, isolada e caracterizada de plaquetas [32] e
logo apds, a partir de tecido pulmonar [33]. No entanto, essa enzima n&o recebeu muita
atengao, até que se descobriu ser reguladora de contragdo de musculatura lisa. A
descoberta mais relevante que levou alguns pesquisadores a se interessarem por essa
enzima foi o fato de ela ser o alvo de inibidores como, por exemplo, sildenafil, que hoje
€ utilizado para o tratamento da disfuncao erétil. Acredita-se que inibidores da PDES
também serdo uteis para o tratamento de outras doengcas como depresséo [34] e
hipertensdo pulmonar [10]. Além disso, sabe-se que a PDES5 possui papel importante
em fungdes cognitivas como aprendizado e memoaria [35].

A PDES é um homodimero onde cada monémero contém um dominio regulatério
(R) e um dominio catalitico (C) que cataliza a quebra de GMPc para 5'GMP [36] (Fig.4).
O dominio R possui diversos subdominios funcionais, que inclui um sitio de fosforilagcao
(Ser-92), sitios alostéricos de ligacao de GMPc (GAFs a e b), assim como contatos de
dimerizagao [37,38,39,40]. Ndo se sabe exatamente como e quais sao suas influéncias
no processo de regulagdo, mas parecem estar conservados em dominios regulatérios

distintos. Este sitio de fosforilacdo da Ser-92 parece ser responsavel pelo aumento na
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atividade de hidrélise do GMPc. A ligagao alostérica de GMPc ao dominio regulatério da
PDE5 aumenta a afinidade de seu sitio catalitico pelo seu substrato GMPc, estimulando
a hidrélise de GMPc [12,41,42,43,44]. Isso ocorre por uma mudanga conformacional
causada pela ligacado de GMPc ao sitio regulatério da enzima, tendo como
consequéncia a exposicao do sitio de fosforilagdo da Ser-92, aumentando a atividade
enzimatica em decorréncia do aumento de afinidade da enzima pelo seu substrato
[41,45,46,47]. Os sitios de ligagdo GAF, cujo acrdbnimo deriva do nome das trés
primeiras classes de proteinas descobertas que este modulo possui: GMPc que se liga
a PDE, Anabaena adenylyl ciclase e Escherichia coli Fh1A [39,48], pode influenciar na
especificidade de ligagdo do GMPc a PDES5, assim como em sua atividade. A principal
quinase responsavel pela fosforilagdo da Ser-92 é a PKG [49], porém quando os niveis
de GMPc estiverem altos e o dominio GAF-A ja estiver ocupado pelo GMPc essa
fosforilagdo também pode ser mediada por proteina quinase dependente de AMPc
(PKA). Essa fosforilacao estabiliza a atividade catalitica aumentada promovendo uma
maior afinidade de ligacdo de GMPc ao dominio GAF-A. Este mecanismo permite que a

célula prolongue a ativagao de PDES por feedback na sintese de GMPc [50].

Fig 4. Reagéao de hidrdlise catalisada pela PDES que converte GMPc em 5"GMP.
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1.1.7 Inibidores de PDES

Diversos compostos que inibem a PDES foram recentemente sintetizados, dentre
estes, trés sdo utilizados clinicamente para o tratamento da DE no homem. Apds o
estimulo sexual, essas drogas inibem a PDE5 gerando um acumulo de GMPc nas
células dos tecidos penianos, desencadeando uma cascata que leva a ativacdo da
PKG, a fosforilagdo de outras proteinas e a diminuicdo de calcio celular ou a redugao
da sensibilidade ao calcio, o que resulta em relaxamento da musculatura lisa [3].

O sildenafil (Viagra®) foi o pioneiro desta classe de medicamentos a ser utilizado
para o tratamento da DE que apresenta como mecanismo principal de acao a inibicado
da PDES. Entretanto, esta droga também é promissora no tratamento de outras
disfuncdes relacionadas a musculatura lisa, como por exemplo, a hipertensdo pulmonar
supracitado. Em 1998 este medicamento foi aprovado pelo FDA (Food and Drug
Administration) nos Estados Unidos para o tratamento da DE e, em 2002, representou
90% das vendas como medicamento para tratar a DE. As vendas mundiais do Sildenafil
excederam US$1,5 bilhdes em 2001 [51]. Outros inibidores, como o Vardenafil
(Levitra®) e o Tadalafil (Cialis®), foram desenvolvidos para o tratamento de DE com
base no mesmo mecanismo de acdo do Sildenafil (Viagra®). A disponibilidade desses
inibidores fornece ferramentas importantes para o estudo do dominio catalitico da
PDES5, abrindo assim a possibilidade de se propor novos farmacos que atuem nesse
alvo terapéutico.

Efeitos adversos como disturbios visuais em pacientes que fazem o uso de
inibidores da PDES [52,53] refletem a necessidade de um estudo mais aprofundado do
mecanismo de agdo dessas drogas, assim como o desenvolvimento de novos

potenciais inibidores. Estudos com extratos de plantas ja demonstraram sua agdo
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relaxante em endotélio do corpo cavernoso de roedores [54], porém nido se sabe
exatamente qual € o alvo desses compostos naturais. Existe uma série de compostos e
extratos potenciais a serem testados como possiveis inibidores da PDE5 [55], porém
testes adicionais relacionados com mecanismo de agéo, efeitos colaterais indesejaveis

e toxicidade precisam ser concluidos.
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1.2 Hipoétese

Inibidores seletivos para diferentes familias de PDEs estdo em desenvolvimento
para diversas indicagbes. Drogas que possuem como alvo as PDEs sao fortemente
consideradas por suas propriedades cardiotdnica, vasodilatadora, relaxantes de
musculatura lisa, antitrombdtica, antinflamatéria e antiasmatica. Elas também estao
sendo desenvolvidas como antidepressivos e para melhorarem fungdes cognitivas
como aprendizado e memoria [35]. Inibidores de PDE5 como sildenafil, vardenafil e
tadalafil estdo sendo amplamente utilizados com sucesso para o tratamento de
disfuncado erétil em homens e recentemente foram aprovados para o tratamento de

hipertens&o pulmonar [10].

No entanto, um maior entendimento da topologia do bolsdo catalitico sera de
extrema importancia para o desenvolvimento de drogas mais seletivas. Este projeto visa
a obtenc&o do dominio catalitico da PDE5 em sua foma soluvel e ativa. Com o mesmo,
sera possivel a realizagcdo de uma triagem de extratos vegetais oriundos da
biodiversidade vegetal brasileira com o intuito de buscar novos inibidores da PDES5 para

o tratamento da disfuncéo erétil.
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1.3 Objetivo Geral

O Objetivo deste trabalho é isolar o dominio catalitico da fosfodiesterase 5 em

sua forma soluvel e ativa.

1.4 Objetivos especificos

1) Desenhar os oligonucleotideos sintéticos para a construgdo da regido

codificante do dominio catalitico da PDED5;

2) Unir os primers para a construgao da regiao codificante do dominio catalitico

da PDES5 utilizando a reagdo em cadeia da polimerase (PCR);

3) Clonar o fragmento amplificado em pCR-Blunt®, e posterior subclonagem em

vetor de expressao de células procaridticas pET23a(+);

4) Sequenciar o plasmideo recombinante final para verificagdo da auséncia de

mutacoes;

5) Obter expressdo da proteina recombinante em células de Escherichia coli

Rosetta (DE3) utilizando como controle o vetor de express&o sem o inserto.
6) Purificagdo do dominio catalitico da PDES na sua forma homogénea;

7) Sequenciamento N-terminal da proteina pura, analise de pureza e

determinacdo da massa molecular da subunidade por espectroscopia de massas.
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2.1 Abstract

Phosphodiesterases (PDEs) are a superfamily of enzymes which degrade the
intracellular second messengers cGMP and cAMP. As essential regulators in cyclic
nucleotide signaling with diverse physiological functions, PDEs are drug targets for the
treatment of various diseases including heart failure, depression, asthma, inflammation,
and erectile dysfunction. Among the eleven PDE gene families, the cGMP-specific PDES
has the main cGMP-hydrolyzing activity in the human corpus cavernosum tissue. It is
well known as the target of many drugs used in the treatment of erectile dysfunction, like
sildenafil. This work aims at the synthesis of the coding region, cloning, expression and
purification of the catalytic domain of human PDES5 gene which encodes
phosphodiesterase 5. The pure catalytic domain of PDE5 will allow screening for the
discovery of new natural inhibitors from the Brazilian biodiversity that can be used in the

treatment of erectile dysfunction.

Key words: erectile dysfunction, PDE5, nitric oxide, cGMP, cAMP, natural inhibitors,

phosphodiesterase, corpus cavernosum, catalytic domain, purification.
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2.2 Introduction

The superfamily of cyclic nucleotide phosphodiesterases (PDEs) comprises
eleven known families of PDEs that vary in substrate specificity, regulatory properties,
and tissue distribution [1]. PDEs play a critical role in maintaining the celular level of
cyclic adenosine monophosphate (CAMP) and cyclic guanosine monophosphate (cGMP)
[2]. The second messengers cAMP and cGMP, mediate the response of cells to a wide
variety of hormones and neurotransmitters, and modulate many metabolic processes
such as cardiac and smooth muscle contraction [3]. As essential regulators in cyclic
nucleotide signaling with diverse physiological functions, PDEs are drug targets for the
treatment of several diseases including heart failure, depression, asthma, inflammation
and erectile dysfunction. Within the eleven PDE gene families, the cGMP-specific PDES
is the major cGMP-hydrolyzing activity in the human corpus cavernosum [4].

Penile erection is a hemodynamic event that is regulated by relaxation of the
corpus cavernosum smooth muscle cells, mediated via the NO-cGMP pathway. Upon
sexual arousal, NO is the putative principal neurotransmitter released from non-
cholinergic non-adrenergic parasympathetic nerve endings in the walls of the arteries
and sinusoids of the penis, mediating erection [5]. NO binds to soluble guanylyl cyclase
triggering increased synthesis of cGMP from guanosine triphosphate, thus elevating
intracellular cGMP concentrations. This leads to activation of cGMP-dependent protein
kinase (PKG), phosphorylation of several proteins, and lowering of cellular calcium level,
which will be responsible for the relaxation of the smooth muscle, increased blood flow,

simultaneously increased penile tumescence, and, eventually, erection [6].
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It is known that cGMP relaxes vascular smooth muscle and that cellular cGMP
concentration is determined by the balance between its synthesis by guanylyl ciclases
and its breakdown to 5 GMP by cyclic nucleotide phosphodiesterase5 (PDES5).
Therefore, modulating intracellular cGMP levels has been targeted for pharmacological
intervention, for example sildenafil, in disorders directly influenced by vascular smooth
muscle activity, which includes erectile dysfunction [7].

The catalytic domain of PDES5 is the direct target of PDES inhibitors, but the
regulatory domain can influence PDES inhibitor actions on the enzyme in certain
instances [6, 8]. In PDES5, the effect of allosteric cGMP binding is not much clear, but
cGMP binding to the PDES regulatory domain controls phosphorylation of a specific
serine that is near the amino terminus of the regulatory domain [9, 10]. Phosphorylation
at this serine activates both PDES catalytic and allosteric cGMP-binding activities [6].
Studies of several PDEs have suggested that the isolated catalytic domain alone is
sufficient for catalytic activity [3, 11].

This work presents the synthesis, cloning, sequencing, expression, and
purification of the catalytic domain of human PDES. This pure catalytic domain will allow
us to perform a screening of natural plant extracts to search for new natural inhibitors

from the brazilian biodiversity that could be used in the treatment of erectile dysfunction.
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2.3 Materials and Methods

Construction of the coding region of the catalytic domain of PDES
The coding region of the PDE5 catalytic domain was constructed using 24
primers which were designed based on the genomic DNA sequence of PDE5 Homo

sapiens sp from the Gene Bank (Gene ID: 8654). These primers were ligated by overlap

extension using the polymerase chain reaction (PCR) with Pyrococcus furiosus DNA
polymerase (Pfu; Stratagene) [12], which is a thermostable polymerase that exhibits low

error rate, thus lowering the likelihood of introducing unwanted mutations.

Cloning of the catalytic domain of PDE5

Based on the genomic sequence of the PDES Homo sapiens sp catalytic domain
the synthetic oligonucleotide primers for PCR amplification of PDES catalytic domain
construction were designed (5°- aacatatggaagaaacaagagagctacagtcgttagcgg -3" and 5°-
aaggatcctcactgctgttctgcaagggcctgcecatttc 3°). These primers were complementary to,
respectively, the amino-terminal coding and carboxi-terminal noncoding strands of the
PDES coding region of the catalytic domain containing 5° Ndel and 3'BamHI restrictions
sites, which are in bold. These pair of primers were used to amplify the coding region of
the catalytic domain of the PDES5 (970 bp) from the constructed fragment using standard
PCR conditions and the enzyme Pfu DNA Polymerase (Stratagene).

The PCR product was purified from the agarose gel by a Concert™ Nucleic Acid
Purification System (GIBCO BRL) kit, cloned into the pCRBIunt® (Invitrogen) vector and
digested with the Ndel and BamHI (GIBCO BRL). Following that, the fragment was
cloned into pET23a(+) (Novagen) expression vector, which was previously digested with

the same restriction enzymes. To both confirm the identity of the cloned catalytic
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domain, and ensure that no mutations were introduced by the PCR amplification step,

the DNA was automatically sequenced by Mega Bace 1000 (Healthcare).

Expression of the PDES catalytic domain

The recombinant plasmid pET23a(+)-PDES5 was transformed into
electrocompetent E. coli Rosetta (DE3) cells (Novagen) and selected on LB agar plates
containing carbenicillin 50 |Jg.mL'1 and chloramphenicol 34 pg.mL'1. Single colonies
were used to inoculate 50 mL LB medium containing the same antibiotics and
concentrations of LB solid medium, and grown at 37°C, 180 rpm until it reached the
ODggp = 0.7. Then 0.1 mM of isopropyl B-D-thiogalactopyranoside (IPTG) was added for
further growth at 15°C and 180 rpm for 24 h [3]. Cells were harvested by centrifugation
at 12,000 g for 20 min at 4°C, and stored at -20°C. For protein expression analysis, 10
mg of stored cells were resuspended in 500 yL Buffer A (100 mM Tris-HCI, pH 7,8),
disrupted by sonication, and cell debris were removed by centrifugation. Both soluble
and insoluble fractions were analysed by SDS-PAGE 12% [13]. Control experiments
were performed under the same experimental conditions except that E. coli host cells

were transformed with the expression vector lacking the target gene.

Purification of recombinant PDES catalitic domain

All steps of the purification protocol of recombinant PDES were performed on ice
or at 4°C. Approximately 10g of cells were collected by centrifugation (48,000 g for 20
min) from 9 L of LB medium. Frozen cells were thawed, ressuspended in Buffer A (4 mL
of buffer per gram of cell paste), 0.2 mg.mL™ of lysozyme was added, and the mixture
was stirred for 30 minutes. Cells were disrupted by sonication, and cell debris were

removed by centrifugation at 48.000 g for 30 minutes. The supernatant containing
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soluble PDES was incubated with 1% (w/v) of streptomycin sulfate for 30 min and
centrifuged at 48,000 g for 30 min. The supernatant was dialyzed twice against Buffer A,
using a dialysis tubing with molecular weight exclusion limit of 12000-14000 Da. This
sample was clarified by centrifugation (48,000 g for 30 min) and loaded onto an FPLC
Q-Sepharose fast flow column (GE Healthcare) pre-equilibrated with the same buffer.
The column was washed with 5 column volumes of buffer A, and the absorbed material
was eluted with a linear gradient (0—100%) of 20 column volumes of 100 mM Tris—HCI,
pH 7.8, 1 M NaCl (buffer B). The PDE5—containing fractions were pooled and
ammonium sulfate was added to a final concentration of 1 M, followed by centrifugation
(48,000 g for 30 min). The supernatant was loaded onto a Butyl-Sepharose fast flow
(GE Healthcare) column pre-equilibrated with 100 mM Tris—HCI, pH 7.8, 1M (NH4)2SO4
(buffer C). The column was washed with 5 column volumes of buffer C and bounded
proteins were eluted with a 20 column volume linear gradient (0—100%) of buffer A. The
fractions containing PDES catalitic domain were pooled and concentrated to less than 4
mL using an Amicon ultrafiltration cell (MWCO 10,000 Da), and loaded onto a Sephacryl
S-100 (GE Healthcare) column pre-equilibrated with buffer A. Elution profiles were
followed at 280 and 215 nm. Homogeneous PDES catalitic domain was eluted in a total
volume of 15 mL and stored at -80°C. Protein purification was monitored by SDS—-PAGE
[13], and the protein concentration was determined by the method of Bradford et al. [14]

using the Bio-Rad protein assay kit (Bio-Rad) and bovine serum albumin as standard.

PDES5 catalytic domain enzyme assay
Enzyme activity of recombinant PDES catalytic domain was assayed in the
forward direction by a coupled spectrophotometric method with the enzyme GMP

reductase. The GMP reductase catalyzes the irreversible reductive deamination of
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5 GMP to IMP (5°GMP + NADPH + H* — IMP + NH3; + NADP"). This assay was
coupled with the GMP reductase because the substrate and the product of the reaction
catalyzed by the catalytic domain of the PDES5 (hydrolysis of the cGMP to 5’ GMP) did
not have significant spectrophotometric differences. All reactions were carried out at
25°C and initiated with the addition of the GMP reductase to a reaction mixture
containing: 100 mM Tris-HCI, pH 7.0, 1 mM cGMP (Sigma), 180 yM NADPH (Sigma),
130 ug of the PDES catalytic domain, and the oxidation of NADPH was monitored at 340

nm (e = 6220 M'cm™). One unit of enzyme (U) is defined as the amount of enzyme

catalyzing the conversion of 1 ymol NADPH min™ at 25°C in a 1 cm optical path.

Mass spectrometry analysis

The subunit molecular mass of PDE5 catalytic domain was determined by ESI-
MS, adjusting the mass spectrometer to give a peak width at half-height of 1 mass unit,
and the cone sample to skimmer lens voltage controlling the ion transfer to mass
analyzer was set to 38 V. About 50 pmol sample was injected into electrospray transport
solvent. The ESI spectrum was obtained in the multi-channel acquisition mode,
scanning from m/z 500 to 2,000 at scan time of 7 s. The mass spectrometer is equipped

with MassLynx and Transform softwares for data acquisition and spectra handling.

N-terminal amino acid sequencing
The N-terminal amino acid residues of purified recombinant PDES catalytic domain were
identified by automated Edman degradation sequencing using a PPSQ 21A gas-phase

sequencer (Shimadzu).
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2.4 Results and Discussion

The catalytic domain of the PDES5 was constructed using the PCR conditions and

the technique of overlapping [12] (Fig. 1)

1 2

970 bp

Fig.1. Agarose gel (2%) electrophoresis of PCR product from the construction of the
final fragment of the coding region of the catalytic domain of PDES5. Lane 1: Molecular
marker 1kb plus DNA Ladder. Life technologies. Gibco BRL; Lane 2: PCR amplification

of the constructed fragment (970pb).

The PCR fragment was cloned into pCRBIunt® vector and digested with the
restriction enzymes Ndel and BamHI to lately be subcloned into the pET23a(+)
expression vector between the Ndel and BamHI restriction sites (Fig. 2). Automatic
sequencing by Mega Bace 1000 (Healthcare) confirmed the identity of the cloned PCR
product and showed that no mutations were introduced by the construction and DNA

amplification steps.
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~970 bp 1000 bp

850 bp

Fig 2: Agarose gel (2%) electrophoresis showing the expression vector pET23a(+)-
PDES5 digested with the restriction enzymes Ndel and BamHI. Lane 1, 2, 3: pET23a(+)
and the expected fragment for PDES (970 bp). Lane M: Molecular marker 1kb plus DNA

Ladder. Life technologies. Gibco BRL

Recombinant plasmids were introduced into E. coli BL21 (DE3) host cells by
electroporation. Unfortunately, recombinant PDES5 catalytic domain remained in the
insoluble fraction (data not shown). Since one of the goals of this work was to obtain the
pure and active catalytic domain of the PDE5, efforts were made to express recombinant
PDES catalytic domain in its soluble, active form avoiding unfolding and refolding
protocols because they cannot guarantee large amounts of biologically active product
[16]. In addition, a number of protocols were tested to obtain the PDE5 catalytic domain
in the soluble fraction, including buffer additives (urea, Triton X-100, and high NaCl
concentrations) and reduced cultivation temperature (25 and 30 °C). In practice, it is

usually worthwhile to test several different vector/host combinations to obtain the best
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possible yield of protein in its desired form. Accordingly, a number of commercially
available strains of E. coli host cells were tested in an attempt to produce PDES5 catalytic
domain in the soluble fraction. Since the human catalytic domain of PDES has nine
cysteine residues, which might be involved in disulfide bonds, a less reducing
cytoplasmic environment could improve PDES catalytic domain solubility. The Origami
E. coli host strains (Novagen) have mutations in both the thioredoxin reductase (trxB)
and glutathione reductase (gor) genes, which greatly enhance disulfide bond formation
in the cytoplasm [17,18]. Unfortunately, this protocol did not yield soluble PDES5 catalytic
domain. Analysis of the relationship between codon preference and expression level led
to the classification of E. coli genes into three main classes [19]. Class Il genes, which
correspond to genes highly and continuously expressed during exponential growth that
is likely to resemble the tRNA population available for recombinant protein expression,
have a number of avoided codons with frequencies of less than 6%. Insufficient tRNA
pools can lead to premature translational termination, translation frameshifting or amino
acid misincorporation that might result in expression of nonproperly folded recombinant
protein [20]. Rare codons, especially at the N-terminus of a coding sequence can have a
severe effect on heterologous expression in E. coli [21]. Three rare codons for
heterologous gene expression in E. coli are present near the N-terminus of the PDE5
catalytic domain. To test whether these rare codons may have any effect on PDES
catalytic domain expression, E. coli Rosetta (DE3) strain harboring tRNA genes for
AGG, AGA, AUA, CUA, CCC and GGA rare codons on a chloramphenicol-resistant
plasmid was transformed with pET23a(+)-PDES5 recombinant plasmid. SDS-PAGE
analysis showed the expression of recombinant PDES catalytic domain protein in its
soluble form with the expected molecular mass (~35 kDa) could be achieved using the

Rosetta (DE3) cells grown at 15°C for 24 h with IPTG induction (Fig. 3). The underlying
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reason for this result is unclear because other E. coli strains with the availability to
express rare codons were tested and the results were not satisfactory (data not shown).
However, it underscores the need for optimization of vector/host combinations to
achieve soluble recombinant protein expression before attempting any unfolding /

refolding protocols.

1 2 3 4 5 6 7

- 50 kDa

- ~  40kDa

N — 8 == 30kDa
==

25 kDa
420 kDa

dim ._‘—. s 10 kDa

Fig. 3. SDS-PAGE analysis of soluble protein extracts, 24 h growth at 15°C. Lane 1:
Rosetta (DE3) pET23a(+)-PDES with 0.1mM of IPTG. Lane 2: Rosetta (DE3) pET23a(+)
with 0.1mM of IPTG. Lane 3: Rosetta (DE3) pET23a(+)-PDES without IPTG. Lane 4:
Rosetta (DE3) pET23a(+) without IPTG. Lane 5: Rosetta (DE3) pET23a(+)-PDES5 with
0.4mM of IPTG. Lane 6: Rosetta (DE3) pET23a(+) with 0.4mM of IPTG. Lane 7:

BenchMark Protein Ladder (GIBCO).

It should be pointed out that a screening of experimental conditions was carried
out to obtain high yield of recombinant protein expression, including temperature of

growth, culture aeration, medium type, hours of growth after IPTG induction, and hours
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of growth in the absence of IPTG. The best results were obtained from Rosetta (DE3) E.
coli cells grown for 24 h at 15°C in LB medium with the IPTG induction. The pET system
makes use of the powerful T7 RNA polymerase, under control of IPTG-inducible lacUV5
promoter, to transcribe target genes of interest [22]. The IPTG binds to the repressor
protein Lacl, stopping its activity, making it possible for the T7 RNA polymerase to
activate the transcription of the gene. Besides this, the high processing of this RNA
polymerase makes high concentrations of mMRNA, consequently the production of the
protein of interest is also high, reaching 40 to 50% from the total protein extract [16].
Enzyme activity measurements demonstrated that there was a 141-fold- increase
in specific activity for PDES catalytic domain when crude extracts from Rosetta (DE3) E.
coli harboring pET23a(+)-PDE5 were compared with those containing pET23a(+) only
(Table 1), indicating that the catalytic domain of PDE5 was expressed in its soluble and
functional form. The purification protocol of the recombinant PDES catalytic domain,
enzyme assay, and SDS-PAGE analysis were as described in Materials and methods.
Recombinant PDES5 catalytic domain was purified to electrophoretic homogeneity (Fig.
4). The purification protocol yielded approximately 1.5 mg of homogeneous protein. The
purification comprised of three steps, where the first column was a Q-sepharose FF
(anionic change), the second was a Butyl Sepharose FF (hydrophobic interaction), and
the third was a Sephacryl S100 (size exclusion). In the SDS-PAGE analysis, no other
bands were significantly present, making it possible to assume that the PDES catalytic

domain was homogeneous.
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Table 1
Measurements of recombinant PDES5 catalytic domain enzyme activity

Cell extract Specific activity ° (SA, U mg™) | SA cloned / SA control
Control 0.0007 1
PDES5 catalytic domain | 0.0987 141

& Crude cell extract in 100 mM Tris-HCI, pH 7.0.
®UmL "/mgmL™.

97 .4kDaa
68kDa

43kDa

« 29kDa

18.4kDa
«-14.3kDa

Fig. 4. SDS-PAGE (12.5%) analysis of pooled fractions from the various steps of the
purification protocol of PDES catalytic domain . Lane 1, crude extract; lane 2, Q-
Sepharose fast flow ion exchange; lane 3, Butyl-Sepharose hydrophobic interaction;

lane 4, Sephacryl S-200 gel permeation; lane 5, MW marker high Range (Gibco).

The subunit molecular mass of the active catalytic domain of PDES5 was
determined to be 35164.3 Da by ESI-MS, consistent with the post translational removal
of the N-terminal methionine residue from the full length gene product (predicted mass:

35295.43Da). The first 15 N-terminal amino acids residues of the recombinant protein
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were identified as EETRELQSLAAAVVP by the Edman degradation chemistry protocol.
This result unambiguously identifies the homogeneous recombinant protein as the
catalytic domain of PDE5 and confirms the removal of the N-terminal methionine
residue, a common co/post-translational modification of proteins synthesized in
prokaryotic cells in modification at their N-termini. Methionine aminopeptidase catalyzed
cleavage of initiator methionine is usually directed by the penultimate amino acid
residues with the smallest side chain radii of gyration (glycine, alanine, serine, threonine,
proline, valine and cysteine) [23]. According to the amino acid sequence, this is not valid
for the PDES, since the penultimate amino acid is a glutamate (Glu), considered as a
large amino acid. Some middle sized amino acids can also undergo N-terminal
processing (Asn, Asp, Leu, and lle) [24] but this is not the case either.

The major intracellular receptors for cGMP, for example PDES5, are abundant in
vascular smooth muscle cells, including those of the penis. Because cGMP elevation is
known to relax vascular smooth muscle, there has been interest in developing inhibitors
of PDES that would block cGMP degradation. To this end, PDES has been used to
screen for potentially potent and selective PDES inhibitors. The homogeneous PDES
catalytic domain will provide protein in quantities necessary for the screening of natural
plant extracts from the Brazilian biodiversity. This screening will allow us to research for
a natural and specific inhibitor for the catalytic domain of PDES and hopefully develop a

new drug for erectile dysfunction with reduced side effects.
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Capitulo 3

3.1 Consideracdes Finais e Perspectivas

A regido codificante do dominio catalitico da fosfodiesterase 5 foi sintetizado
utilizando a técnica de overlaping por PCR. O fragmento desejado foi clonado em vetor
de expressao pET23a(+) e sequenciado para confirmagdo da auséncia de mutagdes.
Uma triagem de diversos experimentos como testes de diferentes cepas E. coli para
expressédo de proteinas heterdlogas, aeragédo, pH, composigdo de meio de cultura e
temperatura foram realizados com o intuito de se obter o dominio catalitico da PDE5 em
sua forma homogénea e ativa. O plasmideo recombinante foi transformado em células
de E. coli Rosetta (DE3) e apresentou expressao na fragao soluvel. Com a obtengao do
dominio catalitico da PDE5 em sua forma soluvel testes espectrofotométricos
confirmaram sua atividade. Sabendo que este dominio era expresso em sua forma
soluvel e ativa iniciou-se a determinacdo de seu protocolo de purificagdo. Através de
trés etapas de purificagdo, utilizando colunas de troca ibnica, interagao hidrofobica e de
exclusdo por tamanho o dominio catalitico da PDES foi obtido em sua forma
homogénea.

Como perspectivas neste trabalho tem-se a utilizacdo do BIACORE,
equipamento que utiliza a técnica de ressonancia plasmoénica de superficie, onde se
utilizara a proteina pura para realizagdo de uma triagem, utilizando extratos de plantas
ja conhecidos da biodiversidade brasileira, em busca de possiveis candidatos a
inibidores naturais para a fosfodiesterase 5, plantas como por exemplo a catuama sao

fortes candidatas a serem testadas [54].
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Anexo |

Mapa do vetor de clonagem pCR-Blunt.

M13 Reverse priming site Miu |

201 CACACAGGAA ACAGCTATGA CLATGATTAC GCCAAGCTAT TTAGGTGACG CGTTAGAATA
GTGTGTCCTT TGTCGATACT GGTACTAATG CGGTTCGATA AATCCACTGC GCAATCTTAT

Nsil Hind 11l Kpinl Sacll BiamHI Splel

CTCAAGCTAT GCATCAAGCT TGGTACCGAG CTCGGATCCA CTAGTAACGG CCGCCAGTGT
GAG ATA CGTAGTTCGA ACCATGGCTC GAGCCTAGGT GATCA C GGCGGTCACA

> T
GCTCORATTC AGG CCTREATTCT GCAGATA
CGACCTTAAG TCC Blunt PCR Product GGACTTAAGA CGTCTAT

NTfI Xh‘:’ I Nsi: )I(bal Apal T7 promoter/priming site
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M13 Forward (-20) priming site M13 Forward (-40) priming site

GTCGTATTAC AATTCACTGG CCGTCGTTTT ACRACGTCGT GACTGGGAAA ACCCTGGCGT 470
CAGCATAATG TTAAGTGACC GGCAGCAAAA TGI'TGCAGCA CTGACCCTTT TGGGACCGCA
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Anexo Il

Mapa do vetor de expressao pET23a(+).
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