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RESUMO

O conhecimento da estrutura tridimensional de eazimos permite determinar seus
mecanismos de ac¢ao, atuar de forma orientada maueatdestas moléculas e, eventualmente,
alterar propriedades fisico-quimicas objetivandiala aplicacdo biotecnoldgica especifica,
além de contribuir para o conhecimento basico tde estrutura-funcdo de proteinas. As
enzimascis-naftaleno dihidrodiol desidrogenase (NahB) e gatwx hidroxilase (NahG) de
Pseudomonas putid&7 estdo envolvidas na degradacdo do naftalenohidrocarboneto
aromatico policiclico (HAPs). A maioria dos HAPs os&0xicos, mutagénicos e
carcinogénicos. A biorremediacdo € uma estratégia p eliminacdo dos HAPs do meio
ambiente, a qual utiliza enzimas ou microorganismgog possuem a capacidade de
metabolizar esses compostos e transforma-los estaulias menos toxicas. No presente
trabalho foram feitas a caracterizagdo estrutuealptbteina NahB e as caracterizacdes
bioquimica e estrutural da NahG. Os genabhB e nahG foram clonados e expressos em
células deEscherichia coliRosettd" (DE3) cultivadas a 18° C por 16 horas. A anélise d
pellet e do sobrenadante revelou que as proteinas estaaadnacdo sollvel. As proteinas
recombinantes foram purificadas por cromatogra@aafinidade e exclusdo molecular. A
proteina NahB recombinante apresenta massa male@9,5 kDa e foi denominada 6xHis-
NahB, a NahG recombinante possui massa moleculdB®ekDa e foi denominada 6xHis-
NahG. Para obter as proteinas corretamente enageladtaveis e monodispersas foram
testados diferentes protocolos de lise celular @uédicacdo, além da adicdo de ligantes.
Apo6s otimizacdo, foram obtidos cristais de ambagrateinas, os quais foram submetidos a
difracdo de raios-X. Um cristal da 6xHis-NahB difna até 1.64 A e sua estrutura foi
resolvida pelo método de Substituicdo Molecularen&ima 6xHis-NahB apresenta o classico
motivo de Rossman de liga¢do de nucleotideo, foonpad uma folha beta central constituida
por sete fitag e por nover-hélices, sendo que séo 3 hélices de cada ladguiéamdo a folha
beta. Para resolugdo da estrutura tridimensiond@xétis-NahG foi utilizado o método dos
atomos pesados. Um cristal nativo da enzima 6xHis@\difratou até 2.20 A e um cristal
derivado com iodo até 2.00 A. Esta enzima foi deraada pela presenca de trés folhas beta
constituida por oito, quatro e trés fifase por quatorzes-hélices, sendo estruturalmente
similar a outras hidroxilases dependentes de FABxHis-NahG converte acido salicilico
em catecol via hidroxilagdo descarboxilativa e alones de Iy para a enzima sem cauda de
seis histidinas foram 27,31; 1,26 e 22,74 uM parsubstrato acido salicilico e para as
coenzimas FAD e NADH, respectivamente.
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ABSTRACT

The three dimensional structure of enzymes allosvuwetermine their action mechanism, to
act in a targeted manner in the structure of thesdecules and eventually change
physicochemical properties in favor of any specifiotechnological applications, and
contribute to a basic understanding of the protestrsicture-function.cis-Naphthalene
dihidrodiol dehydrogenase (NahB) and salicylate royglase (NahG) enzymes from
Pseudomonas putid&7 are involved in degradation of naphthaleneplgqyclic aromatic
hydrocarbon (PAH). Most PAHs are toxics, mutagemied carcinogenics. Bioremediation is
a strategy for the removal of PAHs from the envwnemt, which uses enzymes or
microorganisms that have the ability to metabotimse compounds and turn them into less
toxic substances. In the present study the straictimaracterization of the NahB protein and
the biochemical and structural characterizationdNahG were done. TheahB and nahG
genes were cloned and expresse&scherichia coliRosettd" (DE3) cells at 18° C for 16
hours, leading to expression of the enzymes irsttheble fraction. The recombinant proteins
were purified by affinity and molecular exclusidmrematographies. In order to obtain folded,
stable and monodisperse proteins, different prdsoéar cell lysis and purification were
tested, besides the addition of ligands. After mation, protein crystals of both enzymes
were obtained and analyzed using a X-ray diffractexperiment. 6xHis-NahB crystal
diffracted to 1.64 A and its structure was solvgdte Molecular Replacement method. The
6xHis-NahB enzyme has the classic Rossman motihumieotide binding, comprising a
central beta-sheet consisting of seyestrands and nine-helices, having three helices each
side flanking the3-sheet. The heavy atoms method was used to savéxtHis-NahG three
dimensional structure. A native crystal of the 6sdMiahG enzyme diffracted to 2.20 A and an
iodine derivative to 2.00 A. This enzyme is chaedezed by the presence of threeheets
composed of eight, four and thrpestrands and fourtearrhelices, and is structurally similar
to other FAD-dependent hydroxylases. The 6xHis-Nab@verts salicylic acid to catechol by
descarboxylative hydroxylation andyKsalues of the enzyme without six histidines tageve
27.31, 1.26 and 22.74 pM for the substrate saticgltid, FAD and NADH coenzymes,

respectively.

Keywords: X-ray diffraction,Pseudomonasbioremediation, naphthalene dehydrogenase,
salicylate hydroxylase.
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1 INTRODUCAO



A difracdo de raios-x é uma das técnicas maisegfies para a determinagdo da
estrutura tridimensional de proteinas (Wlodaweralet 2013). O numero de estruturas
macromoleculares depositadasPmotein Data Bank (PDB) até fevereiro de 2014 chega a
quase 100.000, sendo a grande maioria determiradadiodos cristalograficos (Berman, et
al., 2000). O nascimento da cristalografia modegstd associado a dois experimentos
cruciais realizados no inicio do século XX: a déscta da difracdo de raios X por Max von
Laue em 1912 e a demonstracao feita no ano sequoni®illiam Lawrence Bragg e William
Henry Bragg de que esse fendbmeno poderia ser upada determinar a posicao
dos a&tomos em um cristal (Eckert, 2012). Considkra® esses eventos e a importancia da
Cristalografia na determinacdo das estruturas déamlas, evidenciada pelos 23 Prémios
Nobel na area, a Assembleia Geral das Nac¢des Uda&8 de julho de 2012 proclamou o

ano de 2014 como Ano Internacional da Cristalografi

Os modelos tridimensionais obtidos por difracaoailes-X podem ser utilizados

como ferramentas para revelar detalhes molecutlrgzrocessos essenciais a vida, como a
catalise de reacfes metabdlicas, a ligacdo deogmbie a antigenos, a interacdo de proteinas
com o DNA. O conhecimento detalhado dos mecanismmeculares pode ser aplicado em
diversas areas, como poluicdo ambiental, tratameletodoencas, desenho racional de
farmacos (Carvalho, et al., 2009; Terrell, et2013; Zoete V, 2013). Entre essas areas, pode-
se destacar a utilizacdo de enzimas ou microrgasisamodificados para a remediagdo de
compostos toxicos do meio ambiente. Uma das grapdescupacbes ambientais é a
contaminacédo pelo petréleo e seus derivados, umajwe esses recursos sdo amplamente
utilizados pela sociedade e muitos dos seus cowgosbmo os hidrocarbonetos aromaticos
policiclicos (HAPs), sdo téxicos, mutagénicos eicagénicos (Haritash & Kaushik, 2009).

Considerando-se a grande utilizacdo do petrolesus derivados pela sociedade,
os acidentes que levam a contaminacdo de ambieigsaracteristicas toxicas, mutagénicas
e carcinogénicas desses compostos, 0 estudo désinpso envolvidas nessas vias de
degradacéo torna-se essencial e promissor. Cordesena estrutura tridimensional e o
mecanismo de acdo de enzimas € possivel atuarroe forientada na estrutura destas

moléculas e eventualmente alterar propriedadeftpiimicas objetivando alguma aplicacao

! www.rcsb.org



biotecnolégica especifica, avaliando a interacdmergismo entre as enzimas de uma mesma
via metabolica, além de contribuir para o conhenbméasico da relagdo estrutura-funcao de

proteinas.
1.1 REMEDIACAO DE COMPOSTOS TOXICOS
1.1.1 Hidrocarbonetos aromaticos policiclicos

O petréleo é constituido por uma mistura complegacdmpostos organicos,
sendo os principais componentes alcanos e hidrocerts aromaticos. Ele também apresenta
pequenas quantidades de compostos que contém iaxigétrogénio, enxofre e alguns
compostos organometalicos complexados principakenemin niquel e vanadio (Van Hamme,
et al., 2003).

Entre os componentes do petroleo pode-se destadadmcarbonetos aromaticos
policiclicos (HAPs), que sé&o compostos quimicosmfmtos por dois ou mais aneéis
benzénicos fundidos. Esses compostos causam grpreteupacdo devido a ampla
distribuicdo ambiental, & baixa solubilidade e asacteristicas toxicas, mutagénicas e

carcinogénicas desses contaminantes (Haritash &h{lau2009).

Os HAPs séo originados tanto de forma natural camtropogénica. As
principais fontes naturais sdo os combustiveisefésomo o petrdleo e o carvdo e a
combustdo incompleta de matéria organica. Apesasad®rigem natural, as atividades
antropogénicas constituem o0s principais processgponsaveis pela contaminacdo dos
ecossistemas (Bamforth & Singleton, 2005), as geatfo relacionadas com a producéo
industrial dos HAPs para: fabricacédo de corantedjlitas sintéticas e outros; a producéo de
carvao vegetal; a extracao e gaseificacdo do canv@eral e com 0s processos de extracao,
transporte, refino, transformacao e utilizacdo dvgieo e de seus derivados (Calvo, et al.,
2009; Haritash & Kaushik, 2009).

Os HAPs sédo contaminantes ubiquos no meio ambgntievido a sua alta
hidrofobicidade, tendem a interagir com a fase agoosa e a matéria organica do solo,
dificultando a degradac&o microbiana (Johnsen,,e2@05; Pacwa-Plociniczak, et al., 2014).

Dessa forma, os HAPs persistem nos ecossistemasamqms e a descontaminacdo de



ambientes com esses poluentes é problematica (&dbenori, 2003; Haritash & Kaushik,
2009).

1.1.2 Biorremediacao

Uma estratégia para eliminacdo dos HAPs dos andsierintaminados é através
da biorremediagdo, a qual utiliza microorganismageones ou aléctones, ou enzimas
isoladas para degradar os contaminantes em sulastamertes ou menos toxicas (Alcalde, et
al., 2006). Além disso, podem ser utilizados coeis8rde microorganismos, como fungos ou
bactérias, assim como consorcios enzimaticos (Bagjal., 2014; Xu, et al.,, 2013). Esta
técnica biotecnolbégica é geralmente mais segurapsmagressiva e tem um melhor custo
beneficio quando comparada aos métodos fisico-qagntradicionais, tais como incineragéo

e lavagem do solo (Alcalde, et al., 2006).

A biorremediacdo do petroleo € uma area de gramdeesse biotecnoldgico,
devido & vasta utilizagdo e a importancia dessersecpara a economia mundial. Por isso,
essa area de pesquisa tem sido alvo de variosossthiddalgumas décadas por exemplo, em
novembro de 2002, iniciou-se um processo de bi@deagado microbiana usando
microorganismos presentes no petréleo em conjulmim @rocessos mecanicos como
mecanismo principal de remocéo de HAPs despejadososta norte da Espanha por um
derramamento de petréleo do naRi@stige(Alcalde, et al., 2006). Além disso, pode-se citar
a utilizacdo de consorcios microbianos para a degéo de hidrocarbonetos do petréleo

presentes em solos contaminados com diesel (Betrah, 2003; Ghazali, et al., 2004).
1.1.3 Microorganismos degradadores de HAP’s

A degradacao microbiolégica representa o prinaipatanismo responsavel pela
recuperacdo ecoldgica de sitios contaminados corRsHMBactérias e fungos capazes de
degradar esses compostos tém sido identificados genes, envolvidos no catabolismo
desses compostos, catalogados. Varios estudos dearam a capacidade de espécies
fungicas, comaPhanerochaete chrysosporiuBjerkandera adustaPleurotus ostreatu®
Cunninghamella elegande metabolizar HAPs. A biodegradacdo desses coogqslos
fungos ocorre por, pelo menos, dois mecanismogema do citocromo P450 e/ou enzimas

extracelulares sollveis envolvidas no catabolisradlighina (Peng, et al., 2008). Varios
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fungos capazes de secretar enzimas extracelulaeedegradam hidrocarbonetos aromaticos
policiclicos foram identificados e utilizados comnm consoércio para biorremediagéo de solos

contaminados com HAPs (Balaji, et al., 2014).

Com relacdo as bactérias, varios estudos tem fidenid espécies capazes de
degradar HAB, como as bactérias dos géndPesudomonas, Sphingomon@ycloclasticus,
Burkholderia, Rhodococcus, Polaromonas, Neptunomsodanibacter, Nocardia, Bacillus,
Deltaproteobacteria, Alcaligenes, Mycobacteriumger®trophomongs Achromobacter e
Pasteurell (Deng, et al., 2014; Kappell, et al.,, 2014; Lu,akt 2011). Nas ultimas duas
décadas, analises genéticas da degradacdo aedmbithAPs tém dado foco aos genes
catabolicos do naftaleno em espécies do gédpeeadomonafHabe & Omori, 2003).

O principal mecanismo para a degradacdo bacteaandbica dos HAPs € a
oxidacao inicial do anel benzénico através de umpbexo dioxigenase para formais-
dihidrodiois. Esses dihidrodiois s&o desidrogenadpara formar intermediarios
dihidroxilados, os quais s&o, posteriormente, noditeddos via catecol até didxido de

carbono e agua (Figura 1) (Bamforth & SingletorQ30
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Figura 1 - Principal mecanismo de degradacdo hantemerdbica dos hidrocarbonetos aromaticos
policiclicos. Adaptado de Bamforth & Singleton, 800

1.1.4 Enzimas e microorganismos na biorremediacéo

A utilizacdo de microorganismos para biorremediagimesenta algumas
limitacbes. Para a sobrevivéncia desses sao neossséveis adequados de temperatura, de
pH, de oxigénio, de nutrientes e, além disso, osarninantes tem que estar disponiveis, uma
vez que, devido a forte adsorcdo dos HAPs ao gwioitas vezes eles néo ficam
biodisponiveis. No caso da utilizacdo de microoigyans da microbiota local, geralmente ha
poucas espécies que degradam os poluentes e s&agm® baixa densidade. A inoculacao
de microorgnismos alocténes, principalmente os resgaos geneticamente modificados
(OGMs), pressupdem duas principais consideragéesmiroorganismos tém que ser
resistentes as diversas condigdes ambientaisteodugdo deles pode levar a uma competicao



com a microbiota local, gerando um desequilibrio emossistema (Ahuja, et al., 2004,
Alcalde, et al., 2006). Soma-se a isto o fato de eguistem severas restricbes para 0 uso

descontrolado de OGMs no meio ambiente.

Visto que a biotransformacdo envolve uma série ebgdes catalisadas por
enzimas, alguns dos fatores adversos mencionadosa agodem ser eliminados ou
diminuidos se enzimas forem utilizadas no lugamileroorganismos. Muitos xenobiéticos,
como os HAPs, podem ser submetidos a biorremedig@imatica. Através do uso da
tecnologia do DNA recombinante € possivel prodwerizimas em larga escala, com
estabilidade e atividade catalitica aumentadagapir, capazes de atuarem em ambientes
extremos, com diferentes valores de pH e tempe&atbomo as enzimas sado altamente
especificas, elas ndo geram subprotudos toxicagm, disso, as enzimas sao biodegradaveis,
ou seja, elas sdo degradadiassitu pela microbiota local apos o tratamento. Portaato
producdo de enzimas para uso em biorremediacdoaéduea promissora para aumentar a
eficiéncia e a seguranga das técnicas biotecnalggiisponiveis (Ahuja, et al., 2004; Alcalde,
et al., 2006).

1.2 DEGRADACAO DE HAPS PORseudomonas putida?
1.2.1 Naftaleno

O naftaleno é um dos hidrocarbonetos aromaticos oteumente encontrado no
meio ambiente e classificado como um possivel mdgeno para humanos pela Agéncia
Internacional de Pesquisa sobre o Cancer e pelacfgée Protecdo Ambiental dos Estados
Unidos (EPA, 2004; IARC, 2002; Kulakov, et al., BQ0lorth, et al., 2008yma vez que foi
comprovada sua agao carcinogénica em ratos e camgosl (Abdo, et al., 2001; Abdo,
1992; Buckpitt, et al., 2002; NTP, 1992; NTP, 20(3se composto tem sido usado como
modelo de degradacdo dos HAPs e a sua degradacheridiaa € bem entendida. O
metabolismo do naftaleno foi bem estudado Rseudomonas putid&7 que possui um
plasmideo NAH7 de 83 kb que codifica enzimas capalee degradar esse contaminante
(Habe & Omori, 2003).

Os genes para degradacdo do naftalen® eputidaG7 séo organizados em dois

operons: um deles codifica enzimas envolvidas maversdo do naftaleno a salicilato
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(nahAaAbAcAdBFCE] o outro codifica enzimas responsaveis pela asdeedo salicilato
em piruvato e acetil coenzima AahGTHINLOMKYJ. A primeira via de degradagédo €
chamada de superior, enquanto a segunda é a mfAriegulacdo de ambos os Operons é
mediada por uma proteina denominada NahR, quecge um regulador positivo de ambos

0s promotores, com o salicilato sendo o indutcsidiema (Ferrero, et al., 2002).

As enzimas e 0s respectivos substratos e prodatesadsuperior de degradagao
do naftaleno e da primeira enzima da via infergiéie representados na Figura 2. As reacoes
foram adaptadas da via de degradacéo do naftatswoith no KEEGKyoto Encyclopedia of
Genes and GenomjeBathway Databasé. O primeiro passo no catabolismo do naftaleno
consiste na incorporacdo de oxigénio molecular indeo aromatico do naftaleno (l) para
formar o cis-naftaleno dihidrodiol. Essa reacédo é catalisada pemplexo enzimatico da
naftaleno dioxigenase (NahAaAbAcAd).d-naftaleno dihidrodiol € entdo desidrogenado a
1,2-dihidroxinaftaleno pela enzimais-naftaleno dihidrodiol desidrogenase (NahB). A
proxima enzima da via € a 1,2-dihidroxinaftalenoxdienase (NahC), que leva a formacgéo
do &cido 2-hidroxi-2H-cromeno-2-carboxilico. Esse cénvertido em 4&cido trans-o-
hidroxibenzilidenopiruvato pela enzima 2-hidroxi-2kbmeno-2-carboxilato isomerase
(NahD). A enzima hidroxibenzilidenopiruvato hidisgaaldolase (NahE) catalisa a formacgao
do salicilaldeido a partir do acido trans-o-hidkenzilidenopiruvato. A dltima enzima da via
superior de degradacao do naftaleno, a salicilddddésidrogenase (NahF), leva a formacéo
do acido salicilico a partir do salicilaldeido. @liclato € metabolizado pela via deeta
clivagem a catecol pela enzima salicilato hidredldNahG) ou a gentisato pela viaattho
clivagem e em seguida a intermediarios do cicl@cldo citrico, pelas proximas enzimas da
via inferior de degradacao do naftaleno, NahH, NaldhJ, NahK, NahL, NahM, NahN e
NahO (Habe & Omori, 2003).

2 http://www.genome.jp/kegg/pathway/map/map00626.htm
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Figura 2 - Degradacdo do naftaleno em Pseudomanadaps7. Enzimas: NahAaAbAcAd, NahB,
NahC, NahD, NahE, NahF e NahG; Substratos e predlite naftaleno, Il — cis-1,2-dihidroxi-1,2-

dihidroxinaftaleno, Il —
acido trans-o-hidroxibenzilidenopiruvato, VI
Adaptado de KEGG

1,2-dihidroxinaftalenoy |- acido 2-hidroxi-2H-cromeno-2-carboxilico, V —
— silldeido, VII — acido salicilico, VIII — catecol.

Pathway, http://www.genome.jp/kegg

bin/show_pathway?map=map00626&show_description=show
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A sequéncia nucleotidica completa e revisada denptdeo NAH7 com 82.232 pb
de Pseudomonas putida Gdi depositada no banco de dados de nucleotidedsational
Center for Biotechnology InformatigiNCBI)® por SOTA e colaboradores em 2010 (nimero
de acesso: AB237655.1) (Sota, et al., 2006; Tsutdaa 1990).

Entre as enzimas das vias superior e inferior dgadecdo do naftaleno em
Pseudomonas putigdaas enzimas NahAb, NahAc, NahAd, NahC, NahD, NahH\ahJ
tiveram sua estrutura trisimensional resolvida poditada no PDB por diversos grupos de
pesquisa. No grupo de Biologia Estrutural da Ursiiarde Federal de Minas Gerais, onde
esta tese foi desenvolvida, as enzimas NahF, Ntk e NahK complexada com NahL séo
estudadas ha algum tempo e também tiveram suagtueas$ tridimensionais resolvidas
(algumas ja depositadas no PDB). Nesta tese deordwoiat foram resolvidas ainda as

estruturas das enzimas NahB e NahG.
1.2.2cis-Naftaleno Dihidrodiol Desidrogenase

A proteina NahB dis-1,2-dihidro-1,2-dihidroxinaftaleno desidrogenase ais-
naftaleno dihidrodiol desidrogenase) nativaPdeudomonas putid@7, de acordo com sua
sequéncia depositada no banco de dados do NCBIdMude acesso: AF125184) (Barriault,
et al.,, 1999) e andlise feita pelo programa PratRapresente no serviddExPASy
Proteomics Servérpossui 259 residuos de aminoéacidos e peso mate@i\l) de 27.520,7.
De acordo com dados da literatura, nos quais o pedecular da proteina foi determinado
por cromatografia de exclusdo molecular utilizandtuna Shepadex G200, a enzima nativa
apresenta-se tetramérica em solucao (Patel & Gid€). No banco de dados de enzimas
BRENDA®, a enzima NahB é classificada com nimero E@zyme Commissipri.3.1.29 e
catalisa a reacéo de desidrogenacéaciglinaftaleno dihidrodioldis-1,2-dihidronaftaleno-1,2-
diol ou cis-1,2-dihidro-1,2-dihidroxinaftaleno) em 1,2-dihidinaftaleno(naftaleno-1,2-diol)

na presenca de NAD(Figura 3).

® http://www.ncbi.nlm.nih.gov/

* http://web.expasy.org/protparam/
® http://www.brenda-enzymes.org

10



OH

OH
|

NAD" NADH+H'
cis-naftaleno dihidrodiol 1,2-dihidroxinaftaleno

Figura 3 - Reacdo catalisada pela enzima NahPBsdeidomonas putid&7. A enzima converte o
substratccis-naftaleno dihidrodiol no produto 1,2-dihidroxiraéno e utiliza NAD como coenzima.
Adaptado de BRENDA (http://www.brenda-enzymes.org/)

A avaliacao da atividade enzimatica da NahB podée#ia a partir da analise em
espectrofotdmetro a 340 nm pela formacdo do NADHrr{Bult, et al., 1999). O NADH
absorve nesse comprimento de onda, enquanto o' Na@tem absorcdo significativa a 340

nm.

O banco de dados Pfam 24.@rdgtein Families Databag® é um portal
representativo de familias protéicas. A partir daliae da sequéncia da enzima NahB,
verificou-se que essa pertence a familia de prasai@dutases/desidrogenases de cadeia curta
(Short-chain dehydrogenases/reductas8bRs).

As SDRs constituem uma grande familia de enzimaooedutases dependentes
de NAD(P)(H), que apresentam motivo e mecanismalasies. A identidade da estrutura
priméria entre as proteinas dessa familia é bageca de 15 a 30 %, entretanto elas
apresentam um dominio estrutural conservado. Eskenégado por uma folhf- central
flanqueada por duas ou tréhélices de cada lado, 0 que representa o classmeelamento
RossmannRossmann foldde ligacdo de nucleotideo (Figura 4). O mecanisatalitico de
grande parte das SDRs baseia-se em um residualagattirosina com residuos adjacentes
de serina, lisina e asparagina formando a tétragteSer-Tyr-Lys (Hozjan, et al., 2008;
Kallberg, et al., 2002; Kavanagh, et al., 2008sBen, et al., 2003).

® http://pfam.sanger.ac.uk/search/sequence
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Figura 4 - SDR classica d®0p hidroxiesteroide desidrogenase - PDB 2hsd) mostraino uma
representacdo em fita. O classico enovelamentoodsriann é mostrado com a fohaentral em
azul, asa-hélices em vermelho e os dominios adicionais sa@stnados em cinza. A coenzima esta
mostrada por representacdo de bola e bastdo (Kgtvanal., 2008).

Além das caracteristicas da enzima NahB citada®riamhente, outros
parametros da mesma foram analisados por progréenbi®informatica, para evidenciar, por
exemplo, a facilidade de cristalizacdo. O prograftPred Servérprediz a “cristabilidade”
de uma proteina a partir da comparacéo de carstatas bioquimicas e biofisicas obtidas
com a estrutura primaria da proteina submetida comespondentes distribuicdes de
probabilidade de cristalizacdo j& calculadas pastras proteinas. A predicdo € feita
combinando-se a probabilidade de cristalizacdoutzada para 8 caracteristicas diferentes,
sendo o resultado dado em classes de cristalizggéovariam de 1 (cristalizacdo 6tima) até
5 (cristalizacdo muito dificil). A analise da enaildahB sugere que ela pertenca a classe 1.
Além disso, o programRegional Order Neural NetworRONNY faz a predicdo de regides

desordenadas na proteina, as quais dificultamaepso de cristalizacédo. Esta predicéo é feita

" http://ffas.burnham.org/XtalPred-cgi/xtal.pl
8 http://www.strubi.ox.ac.uk/RONN
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a partir de um algoritimo que foi desenvolvido paentificar regides desordenadas em uma
proteina alvo quando comparada com um grande donfleproteinas ja identificadas com
regides ordenadas e deseordenadas. A analise mlaaeNahB sugere que ela tem poucas
regides desordenadas, que seriam entre os aminedd® a 149 e 186 a 199 da sequéncia da

proteina nativa.

A proteina NahB apresenta proteinas similares deples no PDB. A estrutura
cristalografica da bifenil desidrogenase Eandoraea pnomenuseepa B-356 (PDB ID
2Y93) (Dhindwal, et al., 2011), a qual possui 37% identidade com a NahB pode ser
utilizada como modelo de fase para determinacaestiautura tridimensional desta pela
técnica de Substituicdo Molecular. Para realizagésta técnica € necessséario ter uma
proteina com estrutura tridimensional conhecidaes mpssui certo grau de identidade com a
proteina cuja estrutura deseja-se determinar. Wesra € conhecida como modelo de fase,
pois deste modelo s&o utilizadas as fases dosfatls estrutura como estimativa inicial, as
quais ndo sdo obtidas experimentalmente. De posstasdfases, € possivel calcular a
densidade eletronica inicial para a proteina cgaurira deseja-se determinar. Com a
densidade eletrénica calculada, segue-se a coastdagmodelo e o refinamento da estrutura.
O refinamento do modelo consiste em se modificgoag;des dos atomos (mediante o ajuste
aos dados experimentais) para que o modelo atgpoissa de fato representar a estrutura da
nova proteina. Mais detalhes sobre DeterminacdoEskautura Tridimensional serdo

apresentados no item 1.3.3.
1.2.3 Salicilato hidroxilase

A proteina NahG (salicilato hidroxilase ou saliwlanonoxigenase) nativa de
Pseudomonas putid&7, de acordo com sua sequéncia depositada n® lEncdados do
NCBI (Numero de acesso: BAE92165.1) (Sota, et28l06; Tsuda & lino, 1990) e analise
feita pelo programa ProtParam, possui 434 resida@ninoacidos e PM de 46.963,8. Dados
obtidos em cromatografia de exclusdo molecularcardi que a proteina salicilato hidroxilase
nativa dePseudomonas putida7 € um monémero em solucéo (You, et al., 1990).

No banco de dados de enzimas BRENDA, a enzima Nahlssificada com
namero EC 1.14.13.1 e catalisa a reacéo de desdad@m do acido salicilico em catecol na

presenca de NADH, £ H', liberando CQ, H,O e NAD' (Figura 5) .
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Figura 5 - Reacdo catalisada pela enzima Nah@s#geidomonas putid&7. A enzima converte o
substrato &cido salicilico no produto catecol nasenca de Oe H, utilizando NADH como
coenzima e liberando GQAdaptado de BRENDA (http://www.brenda-enzymes)org

A partir da analise da sequéncia da enzima NahBGanco de dados Pfam 24.0,
verificou-se que ela pertence a familia de progeoman dominios semelhantes ao Rossmann
gue ligam NAD(P) INAD(P)-binding Rossmann-like domhiou a familia de proteinas com
dominio de ligacdo ao FADFAD binding domaih

A analise da enzima NahG pelo progama XtalPredeBsngere que ela pertence
a classe 3, que € uma classe de “cristabilidadelianélém disso, a analise da enzima NahG
pelo programaRegional Order Neural Networlsugeriu que ela tem poucas regides
desordenadas, que seriam entre os aminoacidos 1048, 431 a 139, 247 a 265 e 367 a 375

da sequéncia da proteina nativa.

A avaliacdo da atividade enzimatica da NahG podéega a partir da analise, em
espectrofotdmetro, do decréscimo na absorbanc#&anf, devido a oxidacdo do NADH a
NAD™ (You, et al., 1990).

A enzima NahG apresenta proteinas similares dgglesitno PDB. Antes do ano
de 2012, a proteina com maior similaridade com laG\deP. putidaG7 era a monoxigenase
PhzS (Greenhagen, et al., 2008), a qual possiu @é%dentidade em 364 residuos de
aminoécidos que se alinham nas duas enzimas, ddgoaoom o programBlastdo PDE. A
partir de 2012, foram depositadas as estruturanatexigenase R204Q HPXO complexada
com FAD deKlebsiella pneumonia¢PDB ID 3RP8) (Hicks, et al., 2013) com 28% de
identidade (336 residuos de aminoé&cidos alinhadody 3-hidroxibenzoato 6-hidroxilase
(Montersino, et al., 2013) com 27% de identidad#3(desiduos de aminoacidos alinhados).

® http://www.rcsb.org/pdb/search/advSearch.do
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Essas estruturas poderiam ser utilizadas como matiefase na tentativa de se resolver a
estrutura da NahG por Substituicdo Molecular. Eabte, € importante ressaltar que esse
valor de identidade € observado em apenas pagegigncia proteica e isso pode dificultar a

resolucdo por Substituicdo Molecular.

O mecanismo catalitico das salicilato hidroxilases,quais séo flavoproteinas,
consiste na ligagéo randomica do salicilato e deagemte redutor externo como o NADH ou
NADPH para formar um complexo enzima-substrato zettu O FAD complexado com a
enzima torna-se reduzido e, em seguida, um oxig@oiecular liga-se no complexo para a
producao de catecol, G@ HO (Zhao, et al., 2005).

1.3 CARACTERIZACAO ESTRUTURAL

A determinacdo da estrutura das enzimas envolwidakegradacao do naftaleno é
importante, pois, com isso, € possivel caractedzaelacdo estrutura-funcdo das mesmas.
Assim, podem ser propostas modificagbes na sequé&eiaminoacidos da proteina que
promovam aumento da sua estabilidade e da sudadw®icatalitica, para que, futuramente,
essas macromoléculas sejam utilizadas como biodian@as ou biomarcadoras, atraves de

técnicas moleculares.
1.3.1 Determinacéo do estado de oligomerizagao

O Espalhamento Dindmico da Luz (DLS - Dyrmamight Scattering) é uma
técnica experimental capaz de medir as flutuac@sntbnsidade da luz espalhada por
particulas em movimento browniano em solucdo. Aocidhde de movimentacdo das
particulas em solucdo é inversamente proporciooatamanho das mesmas. Logo, uma
molécula proteica monomérica e pequena move-se napidamente do que um dimero ou
uma molécula maior. Além disso, proteinas de mepasm molecular, mas de diferentes
formas séo caracterizadas por diferentes coefesedé difusdo. Os coeficientes de difusdo
das particulas sdo obtidos a partir das analiseslutaacoes instantdneas da luz espalhada
pelas particulas em solucdo. Os raios hidrodin&nitas particulas sdo obtidos a partir da
equacao de Stokes-Einstein, na qual utiliza-se efidente de difusdo da particula
(Banachowicz, 2006; Dev & Surolia, 2006). Na eqoad@& Stokes-Einstein descrita em
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seguida, D & constante de difusak B é aconstante de Boltzmar n € a viscosidade do

meio, r € o raididrodinamic« da particula e T € a temperatura abscda medida.

kgl
Jo
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O DLS é uma técnica bastante util po estudo da cristalizagdo de proteir
Amostras monodispersas sao mais facilmente cratids do que amoas polidispersas. O
estado monodisperso é aquele em que a solucacaegpenas a proteina em estado
monomeérico ou oligomérico natur J& no estado polidisperso, a solugcédo € formada
proteina em seu estado natural em baixa conceatmgrand quantidade de agregad

proteicos Banachowicz, 20(; Ferredamare & Burley, 1994).
1.3.2 Estudo da estrtura secundaria

O Dicroismo Circular (CC- Circular Dichroism), outra técnica experiment
utilizada nesta tesenede a diferenca de absorcdo da luz circularmeoitgipada para
esquerda e da luz circularmente polarizada paraestadpor uma moléculiquiral. Essa
diferenca de absorcaonedida er um espectropolarimetro, € fornecida em termo:
elipcidade @), expressa em milidegrees (mdeg). Entretanto, peeromoléculas como
proteinas, € mais utilizado expressar em termoaligeidade molar, quconsidera a massa
molecular da proteina e seu numero de residuossp@ctto de CD para zo-hélices é
caracterizado por duas bandas negativas a 222 en2@uma banda positiva a 192 nm. f
a folhaf, o espectr@ caracterizado por uma banda negat 215 nm e uma positiva a 1'
nm (Ranjbar & Gill, 2009Sreerama & Woody, 2004).

1.3.3 Determinacgéo da trutur a tridimensional

A técnica deDifracdo de Raic-X é o principal método paise obter um modelo
detalhado de uma macromolécula, permitindo a re8olwle atomos individuais de mui
moléculas idénticas em um arranjo ordenado, comanstal. A determinao da estrutura
tridimensional de uma proteina por Difracdo de E-X implica em obter cristais de al
qualidade da proteina purificada, medir as diregdesensidades dos ra-X difratados pelo

cristal, utilizar programas computacionais paraual e mostrar, por meio de imagens
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densidade eletronica dentro do cristal e constnirmodelo tridimensional da molécula que
seja consistente com os dados medidos.

Para a elaboracdo dos topicos deste item foramzadiids os livros
Crystallography Made a Crystal Clear — A Guide fdsers of Macromolecular Models
(Rhodes, 2006) ®&iomolecular Crystallography — Principles, Practi@ad Application to
Structural Biology(Rupp, 2009).

1.3.3.1 Cristais

Cristal € um objeto formado por um arranjo tridisienal ordenado de atomos e
moléculas ligados por interacdes ndo covalentexri®sis podem ser divididos em células
unitarias, que correspondem a menor e mais simm@sButura que se repete
tridimensionalmente por todo o cristal. Conheceselaa estrutura de uma célula unitaria,
elucida-se a estrutura de todo o cristal, uma wezagceélula unitaria se repete por translacéo

por todo o cristal, ou seja, se repete em tod@xas tridimensionais da rede cristalina.

O crescimento de cristais de proteina é feito agale uma precipitacéo lenta e
controlada. As proteinas sdo dissolvidas em solag@osa contendo um precipitante, como
compostos ibnicos ou polietilenoglicol (PEG), a wwnacentracao abaixo daquela necessaria

para a precipitacdo da mesma.

A obtencdo de cristais de macromoléculas de alédidapde tem sido o grande
gargalo na determinacdo de estruturas proteicagléBs & Chayen, 2009). Muitas variaveis
influenciam na formacdo desses cristais, como @ gia purificacdo e a concentracao
proteica, a concentracdo e o tipo do precipitgpite, temperatura, presenca de ligantes. A
dificuldade da obtenc&o de bons cristais levoueseiavolvimento de rob0s de cristalizagao,
que sdo capazes de testar varias condi¢cdes ddsrent

Uma técnica de cristalizacdo amplamente utilizadal#usao de vapor, na qual a
solucéo de proteina juntamente com uma solucadpieete sdo mantidas em um recipiente
fechado com um reservatério da solucao precipitadegjuada. Na técnica da gota suspensa
(hanging drop)as solugdes proteica e precipitante sdo adicienageno uma gota a
superficie de uma laminula. A laminula é colocadertida sobre um recipiente contendo a

mesma solucdo precipitante, vedando-o para forma camara de cristalizacdo. Com a
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difusdo do vapor do solvente, a gota se torna sapeada possibilitando a formacgéo de
cristais. O mesmo processo ocorre para o0 métodptdadepositadasitting drop, sendo que
neste caso a gota fica contida em um pedestalaskpda solucdo precipitante. Na Figura 6

estéo representados os métodos de gota suspenisadeositada.

Figura 6 — llustracdo do método de difusdo de vapa cristalizacdo de proteinas. (a) gota suspensa
(b) gota depositada. A solucéo proteica esta septada de vermelho e a precipitante indicada pela
seta. Adaptado de Caffrey and Cherezov, 2009.

Cristais derivados podem ser necessarios parametgdo da fase e para estudos
de interacdo proteina-ligante. Na primeira situagdigjetiva-se obter um cristal cujas
proteinas estejam complexadas com atomos pesadus ro@rcurio, iodo, chumbo, o que
pode permitir a determinacdo experimental das fdsssfatores de estrutura, como sera
detalhado no item 1.3.3.5 Substituicdo Isomérffcabtencao de cristais derivados pode ser
feita por cocristalizacdo, na qual o ligante € catlo juntamente com a solucdo proteica e
cristalizam juntos, ou por imersdo do cristal ma@®m uma solucédo que contenha o ligante,
técnica conhecida consmaking Os ligantes sdo substancias que interagem cqmotenas,

como seus substratos ou moléculas similares.
1.3.3.2 Coletando dados de difracéo de raios-X

Na coleta de dados de difracdo, um cristal é cdlmeatre uma fonte de raios-X e
um detector. Nos padrdes de difracdo obtidos, @gopoescuros, que sdo 0s maximos de
interferéncia construtiva, sdo chamados de reflexpeis eles emergem do cristal como se
fossem refletidos por planos de 4&tomos dentro hbatrA intensidade e a dire¢do de cada
reflexdo sdo medidas. A intensidade é uma medidagleanto um ponto é mais escuro que
0S outros, enquanto a posicao é especificada pocamjunto de coordenadask e | para

cada reflexdo. Essas coordenadas ou indices derMaksim como a intensidade, sao
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associados a cada reflexdo no espaco reciproc@ guespaco tridimensional imaginario do

padrao de difracao.

O espacamento dos pontos da rede reciproca, ouosespacamento entre as
reflexdes no padrdo de difracdo é inversamenteioelado ao espacamento dos pontos da
rede cristalina no espaco real. Logo, a partir alestacdo e das posicdes das reflexdes €
possivel determinar as dimensdes e a simetria lda aénitaria a partir dos padrdes de

difracéo.
1.3.3.3 Dos dados de difracdo ao mapa de densadettiénica

Cada reflexdo do padrdo de difracdo produzida fegau ao detector pode ser
descrita como a soma da contribuicdo das ondadhaspa por cada um atomos (mais
precisamente elétrons) do cristal. A soma que descum raio difratado é chamada de
equacao do fator de estrutura, a soma para a deflét € chamada fator de estruturkl
(Fhkl). Como o fator de estrutura é uma soma de vagiaagdes de ondas, cada uma sendo 0
resultado da difracdo de um atomo, sua equacaogeodiescrita como uma soma de Fourier,
que é uma forma de representacdo de uma funcamlioeri como a soma dos termos seno e

cosseno os quais descrevem uma onda complexa.

A difracdo revela a distribuicdo de elétrons oueasitiade eletr6nica de uma
molécula, uma vez que os elétrons sdo os respasgidle espalhamento dos raios-X. Como
nos cristais as moléculas sédo organizadas em wnj@arordenado, a densidade eletrdnica
pode ser descrita por uma funcdo periddica repir@sanpor uma soma de Fourier. A

densidade eletrénica na posicéo x, y e z na cehitaria é representada po(x, y, z).

Se inserirmos planos paralelos imaginérios na @éloltaria, podemos descrever
o fator de estrutura como uma soma de Fourier ahaqaa termo descreve a difracdo pelos
elétrons presentes em um mesmo conjunto de plaaratejps e equidistantes. Nessa soma,
cada termo contém um valor numérico médio da dadsideletrdnica desse conjunto

especifico de planos.

A transformada de Fourier relaciona precisameresicdo dos atomos em uma
molécula e seu padréo de difracdo. A densidadeeied em um ponto da célula unitapia

(X, y, z) pode ser calculada pela transformadaalei€r inversa dos fatores de estrutura. I1sso
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implica que, se forem medidos a amplitude, e adaseada reflexdo, obtém-se os valores dos
fatores de estrutura e, consequentemente, a ddastitronica.

Pelo padrédo de difracdo determinamos a intensidiecada reflexdo.. A
amplitude do fator de estrutura é proporcional i@ guadrada da intensidade medida.
Contudo, a fase da onda é perdida no processo fisianedida da intensidade. Esse fato é
conhecido como o problema das fases. Apesar dsarguossivel obter a fase pelos padrées
de difracdo, € possivel utilizar as fases de um etoo@strutural similar corretamente
posicionado, como na técnica de Substituichio Mddecwu obter as fases a partir da
introducdo de atomos pesados na estrutura da maptedmo nas técnicas de Substituicdo
Isomérfica Simples e Substituicdo Isomorfica Mud#tjp Essas técnicas serdo descritas

posteriormente.

Como o modelo tridimensional de uma proteina é togitl® a partir dos dados
experimentais, ele pode apresentar erros. Quarsdoresdida € utilizada para o calculo de
outras grandezas, o erro se propaga. Dessa forneedsario que a qualidade dos dados de
difracédo e das outras grandezas obtidas a pasttedalados seja avaliada, para que o modelo
proteico final seja confiavel. Com relacdo aos dadi® difracdo, podem-se citar 0s seguintes

parametros para avaliar a sua qualidade:

» Faixa de resolucdo: indica as resolu¢cées minimaxémna de um conjunto
de dados e s&o, exatamente, as maiores e menstéscdis entre 0s
planos imaginérios criados para explicar a difrap@ uma série de
reflexdes.

* NUmero de observacdes: numero de todas as reflenédiglas e aceitas
na faixa de resolucéo estabelecida para aquelardonjle dados.

* NUmero de reflexdes Unicas: numero de reflexdesintis em um
conjunto de dados. A reflexdes idénticas ou refadas pela simetria do
cristal sdo consideradas reflexdes equivalentegoecamente devem
possuir a mesma intensidade.

» Completeza dos dados: porcentagem das reflexdeslasedum total de

reflexdes teoricamente esperadas para a faixasdrigéo estabelecida.
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(Ihwlo (Ihk)) : indica o valor médio, por faixa de resolucaoyazio entre
as intensidades das reflexdékl e seus respectivos erros. E utilizado
para definir a resolugdo méaxima de um conjuntoatios.

Multiplicidade: razdo entre o numero de reflexdetsis e o numero de
reflexdes Unicas, por faixa de resolucéo.

Rmerge Mmede a consisténcia do dados em relagdo as sitedes das
reflexfes idénticas ou simetricamente equivaleritasmibém, é usado para

definir a resolucdo maxima de um conjunto de dados.

Com relacdo a etapa de refinamento, a idéia basicaiste em ajustar os

parametros dos atomos que descrevem o modelo éndional da proteina alvo de modo que

ele reflita os dados experimentais. Neste processgeguintes parametros sdo importantes

para indicar o qudo bem o modelo ajusta os dadueriexentais:

RfactorOU Ryork : R € uma medida da concordancia entre as ampditdds
fatores de estrutura medidos experimentalmente fatoses de estrutura
calculados a partir da estrutura parcial que estdsrefinada.

Riree € 0 valor deRg,gior calculado para 5% do conjunto de dados nao
inclusos no refinamento. Em outras palavras, indigado bem o modelo
explica os dados experimentais que nao foram atibz durante o ajuste

(refinamento).

1.3.3.4 Substituicdo Molecular

O método de Substituicdo Molecular implica em zdilias fases dos fatores de

estrutura de uma proteina conhecida como uma dBtamiaicial para as fases da nova

proteina. As fases iniciais sdo calculadas posirida-se corretamente o0 modelo da proteina

conhecida (modelo de fase) na célula unitaria dbatrda nova proteina. Esse método requer

a disponibilidade da estrutura de uma proteinasgjgesimilar a nova proteina.

Quando o modelo de fase e a nova proteina sao Boos) como é o caso

quando pequenos ligantes interagem com a prot@inaqeristalizacdo ou pmoaking as

fases do modelo podem ser usadas diretamente glatdac a densidade eletrénica a partir
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das intensidades nativas da nova proteina. Quandastais ndo sao isomorficos € necessario
sobrepor a estrutura do modelo de fase com a wstrda nova proteina dentro da célula
unitaria da ultima. Fun¢cdes de translacdo e rotagio aplicadas até que a posicdo e a
orientacdo do modelo de fase na nova célula uaitadreponha, da melhor forma possivel, a
estrutura da nova proteina. Em seguida, sdo cdlmsilas fatores de estrutura do modelo
corretamente posicionado e as fases destes faterestrutura sdo usadas como estimativas
iniciais de fases para a nova proteina. Duranteocegso de refinamento da estrutura o
modelo da estrutura € otimizado para que as itadss e as fases das reflexdes calculadas e

observadas estejam de acordo.

Na técnica de Substituicdo Molecular dois paramses&o analisados para se
avaliar a qualidade da solucdo obtida: a funcadrateslacdo {ranslational Function Z
TFZ) e olog-likelihood gain(LLG). O TFZ indica a relac&o sinal-ruido da séigpbtida.
Normalmente, quando valores acima de oito sdo @btxhra TFZ, a solu¢cdo encontrada é
verdadeira. Ja o valor deg-likelihood gain (LLG) indica o qudo melhor é a solucéo
encontrada comparada a um modelo aleatério de &tooupo valor para solucdes bem

sucedidas € positivo e deve ser 0 mais alto pdssive
1.3.3.5 Substituicdo Isomorfica

Cada atomo na célula unitaria contribui para toalgeflexdes no padréo de
difracdo. A maior contribuicdo de um &tomo é pacuetas reflexdes cujos indices
correspondem ao conjunto de planos que intercepiguele atomo. Portanto, um atomo
contribui fortemente para algumas reflexdes, fram#m ou nada para outras. Se atomos
fossem adicionados a sitios especificos em todagéhgas unitarias de um cristal,
modificacdes no padrdo de difracdo ocorreriam aewdinsercdo daqueles atomos. Essa
perturbacdo causada no padréo de difracdo podatikesda para obter as fases. Para que
essa alteracdo seja grande o suficiente para gsa ger medida, o atomo adicionado deve
difratar fortemente os raios-X, logo deve ser uwmét de nimero atbmico maior que a
maioria dos atomos presentes na molécula, sendoacitade atomo pesado. Para proteinas,

normalmente sdo adicionados atomos pesados coneanoeiodo, chumbo, etc.

Para que o processo de determinacdo de fasesiradpamsercdo de um atomo

pesado seja efetivo, o cristal derivado deve sendsfico com o cristal nativo, ou seja, a
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insercdo do &tomo pesado ndo deve perturbar o etapaento do cristal ou a conformagéo

da proteina. Quando os cristais nativos e derivadossomoérficos eles mantém praticamente
0S mesmos parametros de célula unitaria. Além dadmsee haver mudancas nas intensidades
de um determinado nimero de reflexdes medidassejaen grandes o suficiente para serem

precisamente medidas.

Considerando uma reflexdo Unica de amplituel¢ para o cristal da proteina
nativa e a correspondente reflexdo com amplitbgg jpara o cristal da proteina derivada, a
diferenca das amplitudes=¢L| — Fr|) € aproximadamente igual & amplitude para o atomo
pesado sozinho, uma vez que a contribuicdo de tosi@@omos para a intensidade de uma
dada reflexdo é aditiva.

Um padrdo de difracdo no qual cada reflexdo temmplitude (Fpu| — Frl)
representaria (ainda que nao fielmente) o padradifdecdo do atomo pesado (ou de um
pequeno namero de atomos pesados) sozinho na célitéaia da proteina. Esse padrao é
muito mais simples do que o de uma proteina e gesaivel determinar a posicdo dos
atomos pesados nesta célula unitaria. Localizaadmssatomos pesados na célula unitaria, é
possivel calcular seus fatores de estrutura e agsien os fatores de estrutura completos, ou
seja, é possivel obter os valores ndo s6 da amglitmas também da fase para os demais
fatores de estrutura. Lodgen = Fy + Fp, Ou seja, o fator de estrutura para o deriv&gg)(é

a soma dos fatores de estrutura da proteina n&iy& dos &tomos pesados sozintag (

Os valores dos fatores de estrutura da proteinvangtodem ser obtidos
resolvendo-se a equacBp- Fpy _ Fy utilizando-se um diagrama de Harker, o qual repritese
a soma dos fatores de estrutura em um plano com@@é® necessarias as intensidades das
reflexdes da proteina nativa e do derivado e ansidades e fases das reflexdes dos atomos
pesados. A partir desse calculo sé&o obtidos déisespossiveis de fases para cada ponto de
reflexdo. Esse método é chamado de Substituicamdisica Simples (SIR -single

iIsomorphous replacemgnt

Para resolver o problema de ambiguidade de fasadajeao método SIR pode-se
utilizar outro derivado, no qual os atomos pesadi®sem estar em locais diferentes do

primeiro derivado. Se forem utilizados mais de uistal derivado para calcular as fases, o
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método é chamado de substituicdo isomoérfica maltigMIR — multiple isomorphous

replacement
1.3.3.6 Difracdo Andmala

Quando o comprimento de onda do raio-X € proximoaoprimento de onda em
que o atomo pesado absorve radiacdo, uma fracda élesbsorvida e reemitida com fase
alterada. Os fatores de estrutura passam a ter umaiscomponente relacionado com
espalhamento andmalo, que leva a quebra da LeiieldeF, ou seja, reflexdes comhife F(-

h) passam a ter intensidades diferentes. O comptomtEnonda em que ocorre absor¢cao para
0s &tomos comumente presentes em cristais derapt@imo carbono, oxigénio, hidrogénio
e nitrogénio, estd longe do comprimento de ondardms-X utilizados em cristalografia,
logo nédo ha efeito anémalo para eles. Ja no casatdmos pesados, 0 comprimento de onda
de absorcdo é préximo do comprimento dos raiogzadibs e pode ocorrer espalhamento

anémalo.

Como os fatores de estrutura dos pares de Friéaeldderentes quando ha
espalhamento anémalo, é possivel extrair informagéoe as fases. Esse método € chamado
de Difracdo Andmala Simples (SAD single anomalous diffractign Na técnica de SAD
programas com métodos diretos especiais podenveesobmbiguidade de fase. Quando séo
utilizados diferentes comprimentos de onda panaghb andmala a técnica é chamada de
Difracdo AnOGmala com Mdultiplos Comprimentos de On(dAD - multiwavelength

anomalous diffraction Neste método ndo ha ambiguidade de fases.

Uma ferramenta bastante utilizada para resolveroblgma da ambiguidade de
fases € utilizar conjuntamente efeitos de dispess@onala e substituicdo isomorfica. Esse
método € chamado de Substituicdo Isomérfica Singues Espalhamento Anémalo (SIRAS

- single isomorphous replacement with anomalougiescag).
1.4 CARACTERIZAGAO CINETICA

A determinacdo da velocidade da reagdo e comoeetacslifica em resposta a
mudancas nos parametros experimentais € uma akondagportante para entender o
mecanismo de acdo das enzimas. A associacao destdabogia com a determinacdo da

estutura tridimensional e métodos de mutagénemedsigida (mudanca na sequéncia de
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aminoacidos de uma proteina por engenharia gepdtosecem informagdes importantes
sobre o papel de cada aminoacido na estruturaidaate de uma enzima.

Para a elaboracéo dos topicos deste item foramagtils os livrog-undamentals
of Enzyme Kinetic€ornish-Bowden, 2012) Rrinciples of BiochemistryCox, 2011).

A concentragdo do substrato [S] afeta a velocidiake reacOes catalizadas por

enzimas. Entretanto, o estudo dos efeitos da sueentracdo € complicado pelo fato de [S]
modificar-se durante o curso de uma reagaotro a medida que o substrato é convertido em
produto. Uma abordagem que simplifica os experiogene cinética enzimatica € medir a
velocidade inicial, . Se apenas o inicio da reacao for monitorado, danga em [S] pode
ser insignificante e [S] pode ser considerada emmst Em concentracdes relativamente
baixas de substrato,Vaumenta quase linearmente com o aumento de [8mealtas
concentracdes de substratog admenta em pequenas quantidades em resposta aotaw®@e
[S]. Finalmente, é atingido um ponto além do qumlaumento em ¥/é insignificantemente
pequeno com o aumento de [S]. Esta regido gdipd platd estd préxima a velocidade

maxima (Mnax da reacéo (dado que a quantidade de enzima sej&nte).

Em um determinado instante de uma reacao cataladanzima, esta existe em
duas formas: a forma livre ou ndo combinada E ermd combinada ES. Em baixa [S], a
maior parte da enzima estd na forma ndo combinadadtm, a velocidade é proporcional a
[S] porque o equilibrio é impelido na direcédo danrfacdo de ES a medida que [S] aumenta.

A velocidade inicial maxima de uma reacao catafigahs) ocorre quando quase
toda a enzima estiver presente como complexo B é flesprezivel. Nessas condi¢cdes, a
enzima estd saturada com o substrato, logo o imeremde [S] ndo provoca efeito na
velocidade. Esta condicdo ocorre quando [S] fa aeltsuficiente para que essencialmente
toda a enzima livre se converta na forma ES. Ap@srpimento do complexo ES originando

produto, a enzima fica livre para catalisar a reatgimais uma molécula do substrato.

O estado pré-estacionario, o qual ocorre logo qumzma é misturada com
grande excesso de substrato, é caracterizado pelento da concentracdo de ES. A reacao
rapidamente atinge o estagio estacionario no du8] permanece constante ao longo do

tempo. Esse conceito de estado estacionario fmduazido por G. E. Brigges e Haldane em
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1925. A determinagdo dag\geralmente reflete o estado estacionario, assyimita-se a
parte inicial da reacdo, e a analise da velocidaél € denominada cinética do estado

estacionario.

A curva que expressa a relacao entre [S]y@evh a mesma forma geral para a
maioria das enzimas (hipérbole retangular), queepser expressa algebricamente pela
equacao de Michaelis-Menten. Michaelis e Menterudiedm esta equacédo partindo da sua
hipotese basica de que a etapa limitante da veldeiém uma reacdo enzimatica é a quebra
do complexo ES em produto e enzima livre. A equasia representada abaixo, em que K

é a constante de Michaelis-Mentem.

Vo= Mm[il
Kv + [S]
Para a determinacéo das constantes de MichaeliseManvelocidade maxima, o
coeficiente de extincdo molag)(do produto NADH (6220 Mcm™) foi considerado. Os
parametros cinéticos\Ke Vmax podem ser obtidos pela regressdo nao-linear deidade

inicial (Vo) versus [S] seguindo a equacdo de Michaelis-Memeresentada acima.

A Vnax € equivalente a etapa limitante da velocidade edgdo enzimatica.
Entretanto, muitas vezes é dificil determinar egspa limitante e se utiliza a constanie k
que € equivalente ao numero de moléculas do stibstvavertidas em produto por uma Unica
molécula de enzima em uma dada unidade de tempmdqua enzima esta saturada pelo
substrato. Assim, pode-se calculag: k& Vimad[Ewta] ONde, Vhax € a velocidade maxima
calculada para a reacdo enzimaticagE a concentracdo total de enzima utilizada no
ensaio. Porém, a melhor maneira de se comparai@nefa catalitica de diferentes enzimas,
ou 0 numero de vezes que diferentes substratosaébisados por uma mesma enzima, €
analisar a relagdo 4Ky para as duas reagbes, muitas vezes denominadaardensie
especificidade. Essa constante indica (quanto nsaioivalor) qual é o substrato “natural” ou

preferido pela enzima.
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2 JUSTIFICATIVA
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A caracterizagdo estrutural das enzimas da via etpadacdo de compostos
toxicos é essencial. Conhecendo-se a estruturméngional dessas proteinas, seria possivel
entender seus mecanismos de acédo; atuar de foreméada na estrutura destas moléculas e,
eventualmente, alterar propriedades fisico-quimioalgjetivando alguma aplicacéo
biotecnoldgica especifica; avaliar a interacaonergismo entre as enzimas da via, além de

contribuir para o conhecimento béasico da relacfratesa-funcéo de proteinas.

O petréleo é um dos recursos naturais dos quaipcedade €é bastante
dependente. A grande utilizacdo de combustivesefdse a quantidade de residuos gerados
pelas industrias petroguimicas, seus processosdutps, tem atingido niveis criticos que
torna impossivel a armazenagem inécua dos comp@siEos. Entre os componentes
toxicos do petréleo destacam-se os HAPs, que toaistiuma classe de compostos organicos
hidrofobicos que estdo disseminados como poluemteseio ambiente. A persisténcia desses
compostos tem causado grande preocupacdo devidpotemcial toxico, mutagénico e
carcinogénico dos HAPs. A necessidade de remedidanos causados por estes compostos

fica evidente.

Uma das técnicas mais segura e eficiente para eomtesiinacdo desses
ambientes é a biorremediacdo. Com o tratamentédital, esses compostos, muitas vezes
perigosos para os seres humanos e animais, s&fotrandos em substancias com pouca ou
nenhuma toxicidade. Considerando-se a importanaga aluais descobertas dos genes de
enzimas de vias de degradacdo de HAPs e os prablamhbientais causados por esses
compostos, torna-se fundamental o estudo aprofundasl enzimas que compdem essas vias
de degradacdo. A caracterizacdo estrutural € eabepara o desenvolvimento de
macromoléculas com estabilidade quimica e térmieapmpssam ser utilizadas em processos
biotecnolégicos. O conhecimento detalhado da esagu¢ do mecanismo de acdo dessas
enzimas permite a construcao de compostos biotggicok que podem ser mais eficientes e

seguros para a remediagdo de solos contaminadopetodteo ou seus derivados.

Assim, neste projeto de Doutorado, foi feito o dstastrutural da enzima NahB e
0 estudo estrutural e a caracterizacdo cinéticendama NahG, ambas deseudomonas

putidaG7 envolvidas na degradacéo do naftaleno, um ¢adooneto aromatico policiclico.
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3 OBJETIVOS
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3.1 OBJETIVO GERAL

Caracterizagao estrutural da enzima recombinanteBNa caracterizagoes

estrutural e cinética da enzima recombinante Nahthas déseudomonas putida?.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Obter as proteinas NahB e NahG recombinantes pesédyeis e em quantidades

suficientes para ensaios de cristalizacao.

Caracterizar a estrutura secundaria das proteétasnbinantes e determinar o estado

oligomérico das enzimas em solucéo.
Caracterizar cineticamente a enzima recombinaniesNa

Determinar a estrutura tridimensional das enzing®mbinantes por difracdo de

raios-X.
Produzir mutantes da enzima NahG por mutagénsediiitgida.

Analisar as estruturas das enzimas e comparar @usdde enzimas da mesma

familia disponiveis na literatura e nos bancosatiod.
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4 METODOLOGIA
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4.1 CULTIVO DEPseudomonas putida7

A cepa bacteriand®seudomonas putida Gfbi gentiimente cedida pelo Dr.
Masataka Tsuda do Departamento de Ciéncias daAfitgiental da Faculdade de Ciéncias
da Vida da Universidade de Tohoku, Japdo. Tsudaladaradores depositaram a sequéncia
completa do plasmideo NAH7 com 82.232 pb no bamcdatlos de nucleotideos do NCBI,
cujo numero de acesso é AB237655.1 (Sota, et(fl§;2I'suda & lino, 1990).

A bactériaPseudomonas putid&7 foi cultivada em meio mineral M9 com 1%
(p/v) de naftaleno. O meio mineral contém por litda,HPO, = 6,0g; KHPO, = 3,0g; NaCl =
0,5g; MgSQ.7H,O 0,1M = 10 mL; CaGl1M = 10 mL. Foi feita uma solugao estoque do
naftaleno, na qual este foi diluido em DMF (N-N dtitfiormamida), na concentracdo de 300
mg/mL. O indculo foi incubado a 25°C por aproximadate 48 h sob agitacdo de 150 rpm.
Apoés a incubacédo, o indculo ficou em repouso pgurad minutos para a decantacdo de
cristais de naftaleno que estavam presentes. Aurauldo sobrenadante foi coletada,
centrifugada e lavada trés vezes com meio LB lmuyiduria-Bertani) (1% NaCl; 0,5%
extrato de levedura; 1 % peptona; pH 7,0) paraaretbdo o naftaleno. A centrifuga utilizada
neste e nos outros experimentos em que foramadadz microtubos de 0,5, 1,5 ou 2,0 mL foi
do modelo HERAEUS FRESC® 17 da Thermo Scientific.

4.2 EXTRACAO DE DNA DEPseudomonas putida G7

A extracdo do DNA plasmidial (plasmideo NAH7 com282 bp) foi feita
baseada em protocolo para extracdo de DNA gendorf@rkin, 1990) com algumas
modificagbes. Como o numero de pares de basesasmjuleo NAH7 € muito grande, o

protocolo para extracdo de DNA plasmidial ndo famiente.

Apoés o cultivo e a lavagem com meio LB, 1 mL dduwnal foi transferido para um
microtubo e centrifugado a 9.6@0por 2 min. Em seguida, pellet foi lavado com 1 mL de
tampéo TE e centrifugado a 9.69Qor 2 min. Na proxima etapa, adicionou-se 230 pL d
TE, 15 puL de SDS 10% e homogeneizou-se lentamé&imieam adicionados 245 pL de
fenol/cloroférmio 1:1 e misturou-se gentilmenteaostra foi centrifugada a 9.6§Qor 10
min. Em seguida, a fase aquosa (fase superiorrdasferida para um novo microtubo e

adicionou-se igual volume de cloroformio. Novamementrifugou-se a amostra a 9.6§0
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por 10 min e a fase aquosa (fase superior) fosteaila para um novo microtubo. Adicionou-
se, entdo, 25 pL de 2M NaCl e 150 pL de etanol Befado. O proximo passo foi a
incubacdo por 30 min a -20°C e, apo0s isso, a amfwstcentrifugada a 17.0@Ppor 10 min.

O sobrenadante foi descartado e adicionou-se 25dguktanol 70%, sem ressuspender o
pellet A amostra foi centrifugada a 17.0§0por 10 min e o sobrenadante foi descartado.
Apo6s o etanol evaporar, ellet foi ressuspendido em 3L de tampé&o TE ou # MilliQ
contendo RNAse 1@uig/mL. A amostra foi colocada no banho-maria a 3@8C 1 hora e

depois armazenada no feezer a -20°C.
4.3 ANALISE DA QUALIDADE E QUANTIDADE DE DNA

A gualidade da amostra de DNA extraido RPlgeudomonas putida Gassim
como outras amostras de DNA, foram analisadaslpttoforese em gel de agarose 1% e por
espectrofotometria utilizando espectrofotometro ebmdJV-160A UV - visible recording
spectrophotometeiShimadzu. A concentracdo do DNA foi determinagf@poximadamente,
pela comparacdo da intensidade das bandas quapdst&x a radiacéo ultravioleta com o
padrdoil DNA-Hindlll Digest (New England Biolabs) ou, mais precisamente patarh de
D.O. (densidade 6tica) a 260 nm, sendo o grau tkzpwlas amostras determinado pela razao
das leituras de D.O a 260 (deteccdo de DNA) e 28Qdeteccdo de proteina). Recomenda-se

que essa relacao esteja entre 1,8 e 2,0.
4.4 ELETROFORESE EM GEL DE AGAROSE

O gel de agarose 1% foi preparado com tampéao TAE (@ Tris-acetato; 0,001

M EDTA; pH 8,0). Para visualizacdo das bandas deADNi adicionado SYBR Safe
(Invitrogen) de acordo com o manual do produtoa@péo utilizado na corrida eletroforética
foi 0 mesmo utilizado na confeccédo do gel. A efetrese foi executada a 80 V utilizando a
fonte FB300 (Fisher Scientific) por cerca de 1 hé&xara visualizacdo do resultado, o gel foi
exposto & luz ultravioleta no transiluminador UV23@m T26M (Bio Agency). O SYBR
Safe liga-se ao DNA e forma um complexo que flumresom coloracdo verde quando
excitado por radiacéo ultravioleta. Os géis foratwdocumentados utilizando camera CCD-
IRIS (BIOTEC-FISCHER).
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Em todas as amostras de DNA aplicadas em gel dessgéoi primeiramente
adicionado tampao de amostra para DNA 6X prepacado 0,3% p/v azul de bromofenol;
0,3% p/v xileno cianol; 50% v/v glicerol e 1,0 mMDEA pH 8,0. O azul de bromofenol
migra na mesma taxa que um fragmento de DNA dexapaolamente 500 pares de bases e 0
xileno cianol na mesma taxa de um fragmento deO4zes de bases. Nas eletroforeses
foram incluidos os padroe®'GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder (Fermentas), que possu
fragmentos de DNA entre 250 e 10.000 pkb plus DNA Ladde(Gibco BRL), que possui
fragmentos de DNA entre 100 e 12.000 pb duDNA-Hindlll Digest (New England
Biolabs), o qual possui fragmentos de DNA entr@2.© 23.130 pb.

4.5 DESENHO DOS INICIADORES

O desenho dos iniciadores, a clonagem em vetolodagem e o sequenciamento
dos clones positivos do gem&ahB de Pseudomonas putid&7 foram feitos durante o
mestrado da autora desta tese (Costa, 2010). €@adares para clonagem do gemehG
foram construidos conforme sua sequéncia nucleatidepositada no banco de dados de
nucleotideos do NCBI (numero de acesso: AB23765%¢ acordo com o sitio multiplo de
clonagem do vetor de expressdo em procariotos,38aTFEV (Figura 7) (Carneiro, et al.,
2006). Os iniciadores estdo representados na TahelRara a construgdo desses, as
temperaturas de anelamento,tkmeny foram calculadas pelo program@ligo Calc:
Oligonucleotide Properties Calculatd? (Kibbe, 2007).

19 http://www.basic.northwestern.edu/biotools/oligedatml
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pET28a (+) TEV

His-tag MCS TEYV site His-tag

lac |

Kanamicin f1 origin

1

His-tag coding 207 - 239 — 265-282
sequence 244 - 264

TEV site 158 - 238

MSC 1102 - 2181

lacl coding sequence 4376 - 5233

Kan coding sequence 5365 - 5820

1 origin 5563 - 5952

Ncol (888) —

166)

1(173)
79)
(192)

Xhol (158)
Notl (166)
Eagl

Hindl

Sall (

Sacl (190)
EcoR
BamHI (198)
Nhel (231)
Ndel (238)

Figura 7 - Mapa do vetor pET-28a-TEV. Vetor originado vetor pET-28a da Novagen, no qual o
sitio de reconhecimento da trombina foi substityséto sitio de reconhecimento da protease TEV

(Carneiro, et al., 2006).

Tabela 1 - Iniciadores utilizados na amplificacém genenahG de Pseudomonas putid&7 e
respectivas temperaturas de anelamentos. Osddtieszimas de restricdo utilizadas estdo em negrito

Iniciador Sequéncia nucleotidica Tanelamento
(C)
Direto 5'CAT ATG AAA AAC AAT AAACTTGGC TTG CG 3 65
nahGF
Reverso 5GAATTC TCACCCTTGACGTAGCG Z 65
nahGR

As enzimas de restricdo estéo representadas n&Tabem os respectivos sitios

e locais de clivagem; estes estdo indicados petas.s

Tabela 2 — Sequéncia dos sitios das enzimas d&diesttilizadas para subclonagem no vetor de
expressao.

Enzima Sitio de restricdo
EcoRlI 5'G|AATTC3
Ndel 5CA|T ATGZ

4.6 AMPLIFICACAO DO GENEnahG

As amplificacGes foram feitas pela reacdo em cadi@ipolimeraseRolymerase
Chain Reaction- PCR) em MJ Mini Personal Thermal Cycler (Biorad) o resultado

verificado através de eletroforese em gel de agafara a amplificacdo dos fragmentos do
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genenahGfoi utilizada a temperatura de anelamento de 66%Creagentes e as respectivas
concentragcées que foram utilizados nas amplifice@sao representados na Tabela 3. O

programa para a amplificacdo esta na Tabela 4.

Tabela 3 - Protocolo da reacédo de PCR utilizadamalificacdo do geneahG

Reagente/Concentracéo Volume Concentracéo final

Plasmideo NAH7 de 1,0uL 0,06 ngil a 6,0 ngiL
Pseudomonas putida G7
3 ngpL a 300 ngiL

Tampéao 10 X SuL 1X
MgCl, 50 mM 1,5puL 1,5 mM
dNTPs 10 mM 1pul 0,2 mM
Iniciador direto 10 uM 1ul 0,2uM
Iniciador reverso 10uM 1ul 0,2uM

Platinum Taqg DNA polimerase High Fidelity 0,2uL 20 U/mL
SU/uL (Invitrogen)
H,0O ultrapura autoclavada gsp. 50uL  ----

Tabela 4 - Programa para amplificacéo do geteGpor PCR.

Etapas Temperatura (°C) Tempo
1. Aquecimento inicial 94 2 min
2. Desnaturacao 94 45 s
3. Anelamento 65 1 min
4. Extensao 68 1mine30s
5. Repeticao (30X das etapas 2 a 4) ---
6. Extenséo final 68 10 min

4.7 CLONAGEM E SUBCLONAGEM

O genenahB foi clonado em vetor de clonagem pCRL-TOPO (Invitrogen)
(Figura 8) durante o mestrado da autora desta ¢egeal foi denominado pCR-2.1-TOPO-

nahB Alguns dos clones positivos foram sequenciadostd; 2010).
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lacZo ATG .
W13 Reverse Primar | Haiin Rpel  Barlfu) St
I [
CAG GAAR ACA GCT ATG ACL ATG ATT ACG CCA AGC TTG GTA CCG AGC TCOG GAT CCA CTA
GTC CTT TGT CGAR TAC TEs TRC TAA TGC GGT TCG RAC CAT GGC TOG AGC CTAR GGT GAT

Bafx| EcoR | Eﬂfﬂ|

I |
GTAR BOG GCC GCC AGT GTG CTG GAA TTC GCC CTTERI-R SRR

iz GGC EAA TTC TEC
CAT TGC CGG CGG TCA CAC GAC CTT ARG CGG GRS TTC CCz CTT AAG ACE

EcoR W Bsrx 1 NLI'.HI xho 1 N&ill Xbal Apal
1 1 I i | —

AGAR TAT CCA TCA CAC TGGE CGG CCE CTC GAGZ CAT GCR TCT AGA GGE CCC AAT TCE |C

TCT ATAR GET AGT GTG ACC GCC GEC GRG CTC GTA CGET AGA TCT CCC GEE TTA-AGC

T7 Promater W13 Forward (-20) Primer
AGT GAG TCG TAT T AAT TCAR |CTG GCC GTC GTT TTHA ORA CGT CGT GAC TGG GRA ARC
\ TCA CTC AGC ATA ATE TTA AGT |GAC CGE CAG CAAR AART @IT GCA GCA CTG ACC CTT TTG

Figura 8 — Mapa do vetor pER 1-TOPO (Invitrogen). Adaptado do manual do SZR-TOPO.

A clonagem do geneahG foi feita em vetor pGEMT (Promega) (Figura 9), o
qual apresenta gene de resisténcia a ampicilinacl@®®s foram analisados por PCR de
colénia e confirmados pela digestdo das possieeistiucdes plasmidiais. Alguns dos clones
positivos foram sequenciados. Os vetores recomt@sawom o0 genenahG foram
denominados pGEM-TahG
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(3000bg)
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Matl &2
BstZl B2
Pt [
Sall 75
Mckal B2
Saci 04
Bistxl 103
Ml 112
126
T srs

Figura 9 — Mapa do vetor pGEM (Promega). Adapatado do manual do pGEM

A partir dos clones com sequéncias corretas, fdetas as subclonagens dos
genesnahBe nahGem vetor de expressao em procarioto. Clones dastragdes plasmidias
pCR-2.1-TOPQO1ahB e pGEM-TahG foram digeridos com as enzimas de restrigdel e
EcoRl e os insertos liberados ligados no vetor pET-2B%;Tos quais foram denominados,
pET-28a-TEV-NahB e pET-28a-TEV-NahG, respectivammerds clones, também, foram
analisados por PCR de colénia e confirmados pejgstho das possiveis construcdes

plasmidiais. Alguns dos clones positivos foram segiados.

Os sequenciamentos foram realizados no Laborattriprof. Dr. Evanguedes
Kalapothakis do Departamento de Biologia Geral eNiwleo de Andlise de Genoma
(NAGE) do Departamento de Bioquimica e Imunologimbos no Instituto de Ciéncias
Biologicas da UFMG. No primeiro, 0 sequenciadotiagdo foi o ABI 3130 da Applied
Biosystems e no segundo o sequenciador MegaBac® 120 Amersham. Para o
sequenciamento dos vetores recombinantes do veBEM®-T foram utilizados os
iniciadores M13 direto e M13 reverso (InvitrogeRara o sequenciamento dos plasmideos
recombinantes do vetor pET-28a-TEV foram utilizadesniciadores T7 direto e T7 reverso
(Invitrogen). O mapa do vetor original pET-28a (ldgen) esta representado na Figura 10. Os
iniciadores estao representados na Tabela 5.
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Xho l{158)
Not l166)
Eag l{166)
Hind Ill{173)
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Small é?
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[ e ] Bdl I¢1137)
f 3] |
Cialmm\] / fé’ = \'| ﬁl
Nru li4083) 4 :j | | rBstE 1l{1304)
L pET-28a(+) Y |' |\Apa I(1334)
1 (5369bp) 2|
| M
\ b 'Ir'lBssH lI{1534)
Eco57 1(3772) EcoR V(i573)
Hpa li1629)
AlwN (3640}
/%
2
BssS 1(3397) | eﬁ) PshA l(1968)
BspLU11 I(3224) Bgl l2187)
Sap l(3108) Fsp l(z205)
Bst1107 I(2095) - Psp5 ll(2230)
Tth111 Ii2969) /
TT7 promoter primer #69348-3
) e i
pET upstrga&l;ﬁnmer #69214-3 T7 promoter lac operator Xbal rbs
KDA\L\CSA\:LLECGAAA\IAAIA:DACICA:\A\AGSSDAA\ISISAQ:ESAIAALAAII:C:L\LIADAAA\AAI\I\S\IIAA:\I\AASAAQSASA
Ncol His+Tag _Nde| Nhel T7+Tag

TATACCATGGGCAGCAGCCATCATCATCATCATCACAGCAGCGGCCTGGTGCCGCGCGGCAGCCATATGGCTAGCATGACTGETGGACAGCAA
MetGlySerSerHisHisHisHisHisHisSerSerGlyLeuVal ProArgGlySerHisMetAlaSerMet ThrGlyGlyGInGIn
Fag| thrombin
BamH |1 EcoR | Sacl _Sall Hindlll _ Notl — Xhol His*Tag
ATGGGTCGCGGATCCGAATTCGAGCTCCGTCGACAAGCTTGCGGCCGCACTCGAGCACCACCACCACCACCACTGAGATCCGGCTGCTAACAAAGCCE pET-28a(+)
MetGlyArgGlySerGluPneGluleuArgArgGlinAlalysGlyArgThriArghlaProProProProfroleulirgSerGlyCysEnd

.. GGTCGGGATCCGAATTCGAGCTCCGTCGACAAGCTTGCGGCCGCACTCGAGCACCACCACCACCACCACTGAGATCCGRCTGCTAACAAAGCCC pET-28B(+)
..GlyArghAspProAsnSerSerSerVal AspLysLeublcAlcAlaleuGluHisHisHisHisHisHisEnd

.. GGTCGGATCCGAATTCGAGCTCCGTCGACAAGCTTGCGGCCGCACTCGAGCACCACCACCACCACCACTGAGATCCGGCTGCTAACAAAGCCC pET-28c(+)
.. GlyArglleArglleArgAloProSerThrSerLeulrgProdisSerSerThrThrThrThrThrThrGlul leArgleuleuThriysPro. .
Bpul102 | T7 terminator
GAAAGGAAGCTGAGTTGGC TGCTGCCACCGCTGAGCAATAACTAGCATAACCCCTTGGGGCCTCTAAACGGGTCTTGAGGGGTTTTTTG

-
T7 terminator primer #69337-3

Figura 10 - Mapa do vetor pET-28a original (Novdgédaptado do manual dos vetores pET-28a-
c(+).
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Tabela 5 - Sequéncia nucleotidica dos iniciadoté#zados para sequenciamento dos plasmideos
recombinantes.

Iniciador Sequéncia Tanelamento (°C)
M13 direto 5'GTAAAACGACGGCCAG3’ 46
M13 reverso 5’ CAGGAAACAGCTATGACT 45

T7 direto 5 TAATACGACTCACTATAGGG 3 48
T7reverso 5 GCTAGTTATTGCTCAGCGG 3 51

O vetor de expressao utilizado foi o pET-28a-TEW(Fa 7), cujo peptideo de
fusdo é 6xHis N-teminal. Esse vetor de expressaotifzado para permitir a purificacdo da
proteina por cromatografia de afinidade utilizarmduna de niquel (HisTra HP - GE
Healthcare), uma vez que a cauda de histidinagagge com o niquel. A proteina
recombinante expressa pelo vetor pET-28a-TEV-NabB denominada 6xHis-NahB e
apresenta 274 residuos de aminoacidos e PM d@®8.ba. A proteina recombinante
expressa pela construcdo plasmidial pET-28a-TEVAN&bi denominada 6xHis-NahG e

possui 450 residuos de aminoacidos e PM de 48.8964,0

O vetor de expressao utilizado foi modificado nmi@e de Biologia Molecular e
Estrutural (CeBIME) pelo grupo do Prof. Dr. Nilséanchin do Centro Nacional de Pesquisa
em Energia e Materiais (CNPEM) Campinas, SP (Caonet al., 2006). No vetor foi trocado
o sitio de clivagem da trombina pelo da proteaseids etch do tabaco (tobacco etch virus —
TEV). Esses vetores foram utilizados, pois nosspa@mproduz a protease TEV a partir do
vetor pMHT23& (Blommel & Fox, 2007). As proteinas 6xHis-NahB xH&-NahG, se
forem clivadas com a protease TEV, passam a apaesesomente dois residuos de
aminoacidos além da sequéncia nativa; que samalipiroveniente do sitio de clivagem da
protease, e histidina, proveniente do sitio daneazie restricabldel adicionado ao iniciador

direto.

BactériasEscherichia colida linhagem TOP 10 da Invitrogen e DHY da Life
Technologies foram utilizadas para replicacao dastcucoes plasmidiais. Essas cepak.de
coli possuem uma mutacao no gemeld, representada no genétipo mordA1. O geneendA

selvagem codifica a Endonuclease |, que é umaipeotgeriplasmatica de 12kDa capaz de
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degradar DNA de fita dupla. Cepasklecolicom essa mutagéo produzem uma forma inativa
da nuclease e sao referidas cdamolA-.

4.8 PREPARO DE CELULAS COMPETENTES

As células utilizadas para transformacao foranr@empetentes, as quais foram
preparadas de acordo com o protocolo presente naahdo eletroporador MicroPulser™ da
BIORAD, o qual esta descrito a seguir.

Inicialmente, foi feito um pré-inéculo das bactéram meio LB liquido que foi
incubado por 16 h a 37°C, sob agitacdo de 150 Apts o crescimento, o pré-inéculo foi
utilizado na confecgédo de um in6culo de 500mL rp@rgéo de 1:100 de cultura:meio em
meio LB liquido. As células do inéculo crescera®78C, sob agitacdo de 200 rpm, sendo o
crescimento monitorado em espectrofotdmetro atditara alcancar uma leitura de D.O. de
0,5 a 0,7 em comprimento de onda de 600 nm. Alcineaeitura, a cultura foi mantida no
gelo por 20 min. Em todos o0s passos subsequersegladas, sempre que possivel, foram
mantidas a 0°C e todos os recipientes foram manédogelo antes do uso. As células foram
centrifugadas a 4.009 por 15 min a 4°C e o sobrenadante foi cuidadostntscartado. O
pellet foi ressuspendido em 500 mL de glicerol 10% geladlsuspenséo foi novamente
centrifugada a 4.00§ por 15 min a 4°C e o sobrenadante foi cuidadosetisscartado. Em
seguida, opellet foi ressuspendido em 250 mL de glicerol 10% geladmovamente
centrifugado a 4.00Q por 15 min a 4°C. O sobrenadante foi cuidadostarggscartado. O
pellet foi ressuspendido em 20 mL de glicerol 10% gelddovamente, a suspenséao foi
centrifugada a 4.004 por 15 min a 4°C e o sobrenadante foi descartaquelletfoi, entéo,
ressuspendido em 2 mL de glicerol 10% gelado €latas foram imediatamente aliquotadas
(50 ul por microtubo) e incubadas em gelo secodétan nitrogénio liquido até serem

transportadas para o freezer a — 80 °C.
4.9 TRANSFORMAGCAO DEEscherichia coli

As transformacbes por eletroporacdo foram realzadadizando manual do
eletroporador MicroPulser™ da BIORAD como é descgih seguida.

As células eletrocompetentes e a cubeta para péeargdo de 0,2 cm foram

mantidas no gelo por cerca de 5 minutos. Produwdgydcao ou plasmideo purificado foram
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acrescentados a cultura de bactérias. O materiaidobado em gelo por mais 1 min e, em
seguida, a cultura foi transferida para a cubetalefroporacéo foi realizada no equipamento
MicroPulsef™ Electroporation ApparatusBio-Rad. Imediatamente apés a eletroporacéo,
foram acrescentados 8QQ. de meio LB liquido a temperatura ambiente. A unat foi
incubada a 37°C durante 1 hora, sob agitacao ded2@0Finalizada a incubacéo, o material
foi centrifugado a 150 por 5 min em temperatura ambiente e o sobrenaétzirdescartado.

O pelletde bactérias foi ressuspendido em 100de meio LB liquido e plaqueado em LB
agar contendo o antibiotico para o qual o vetoresgmta resisténcia. As placas foram
incubadas a 37°C durante 16 h. Os antibioticoizatibs e as respectivas concentragfes das
solugdes estoques e as concentragdes no meiotdeacstéo representados na Tabela 6.

Tabela 6- Antibioticos utilizados e suas respest@ncentracoes.

Antibiotico  Concentracdo do estoque Concentracdo no meio de cultura

Ampicilina 50 mg/mL em agua 50 pg/mL
Canamicina 50 mg/mL em agua 50 pug/mL
Cloranfenicol 50 mg/mL em etanol 34 pg/mL

4.10 EXTRACAO DE DNA PLASMIDIAL

A extracdo de DNA plasmidial foi feita com Kit deurgicacdo de DNA
plasmidico Axy Prep™ da Axygen Biosciences, seguindo o protocolo doidahte, ou

baseado em um protocdle lise alcalina (Orkin, 1990) como descrito enussay

Um volume de 3,0 mL de uma cultura que cresceu®@,3¥ 180 rpm, por 16h,
foi centrifugado por 2 min a 17.0@0 O sobrenadante foi descartado getiet ressuspendido
em 200uL de solugcéao de ressuspensédo (10 mM EDTA; 50 mbbgd; 25 mM Tris — HCI,
pH 8,0). Em seguida, foram acrescentados |410@e solucao de lise (200 mM NaOH; 1%
SDS). Os volumes foram misturados por inversa@ebiados no gelo por 5 min. Adicionou-
se entdo, 30QL de solucdo de neutralizagdo (3,0 M acetato désgat pH 5,0). A mistura
foi agitada por inversdo e incubada no gelo porsntaimin. O lisado neutralizado foi
centrifugado a 17.00§ por 2 min e o sobrenadante foi transferido paranianotubo de 1,5

mL. Acrescentou-se 560L de isopropanol e a mistura foi agitada por iner£m seguida,
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centrifugou-se por 20 min a 17.09% o sobrenadante foi descartadopéllet de DNA foi
lavado com 1 mL de etanol 70% v/v, e centrifugadeamente a 17.00§ durante 5 min. O
sobrenadante foi descartado e colocou-pellet para secar a temperatura ambiente. Depois
de seco, @elletfoi ressuspendido em 30 de tampao TE (10 mM Tris-HCI; 1mM EDTA,
pH8,0) ou HO ultrapura tipo | contendo RNAse 1@/mL. A amostra foi colocada no
banho-maria a 37°C por 1 hora e depois armazerattaerer -20°C. A agua ultrapura tipo |
utilizada neste e nos outros experimentos @ MilliQ obtida com o equipamento Millipore

Q Gard1.
4.11 PCRDE COLONIA

A PCR de colbnia foi feita utilizando os protocoloagra amplificacdo do gene
nahB (Costa, 2010) @ahG (Tabela 3,Tabela 4). Na PGR col6nia, no lugar da amostra de

DNA é colocada uma pequena amostra da coléniaatérizs que se deseja analisar.
4.12 EXPRESSAO DAS PROTEINAS RECOMBINANTES

A linhagem Rosetfd' (DE3) [BL21 (DE3) pRARE] foi utilizada para expsé®
das proteinas recombinantes. A RosBt®E3) carrega o plasmideo pRARE que fornece os
RNAs transportadores para os cédons AUA, AGG, AGAA, CCC e GGA, os quais sao
codons raros enk. coli. O plasmideo pRARE apresenta um gene de resist&wia
cloranfenicol. A cepa Roselth(DE3) foi utilizada, pois verificou-se, com o pragraRare
Codon Calculator* (RaCC) que a proteina NahB apresenta 13 c6dons rasopreteina
NahG apresenta 9 coédons raros Eencoli. A utilizacdo desta cepa poderia facilitar a siate
das proteinas alvos e col.

Para a expressao das proteinas recombinantes BaHB-e 6xHis-NahG foi feito
um pré-inéculo das bactérias em meio LB liquidotendo canamicina e cloranfenicol. O
pré-inéculo foi incubado em shaker MA 832 (Marcquoy 16 h a 37°C, sob agitacdo de 200
rpm e, em seguida, foi realizado um indculo de 1@® cultura:meio em meio LB liquido
com canamicina e cloranfenicol. As células do itdcuesceram a 37°C, sob agitacdo de 200

rpm, sendo o crescimento monitorado em espectmoftd até a cultura alcancar uma leitura

Y http://nihserver.mbi.ucla.edu/RACC/
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de densidade Optica de 0,6 a 0,8 a 600 nm. Alcangdditura, a temperatura do shaker foi
diminuida para 18°C. Quando essa temperaturaifigidd, a cultura permaneceu por mais 20
minutos, sob rotacéo a 200 rpm. Em seguida, fai@ukdo o indutor IPTG (isoprop-D-
tiogalactopiranosideo) para uma concentracdo tiead,5 mM. A inducéo foi feita por 16
horas a 18°C, com rotacdo de 200 rpm. Apéds a edwedas proteinas, a cultura foi
centrifugada a 5.009 por 5 min a 4°C em centrifuddultifuge X3R (Thermo Scientific).
Essa centrifuga foi utilizada em todos os ensaing|ee se centrifugou volumes superiores a
5 mL.

4.13 LISE BACTERIANA

Apés a centrifugacdo da cultura expressa, as séfatam congeladas a — 20°C
para lise posterior ou diretamente ressuspensdarap@o de lise (50 mM Tris—HCI pH 7.4,
sacarose 1% p/v, Tween 20 1% vl/v, glicerol 1% W¥)olume de tamp&o de lise utilizado
foi na proporcéo de 3 para 100 v/v de meio de rltentrifugado. ApGs ressuspender, foi
adicionado lisozima na concentracao final de 0OmL e a suspensao foi mantida no gelo
por 30 min. Em seguida, o material passou por ungwh térmico, sendo congelado a -20°C e
descongelado a 37°C em banho-maria. Esse ciclegetido trés vezes. Ap0Os este processo,
o material foi sonicado com amplitude de 30%, copulsos de 15 seg ligado e intervalos de
1 min desligado, em sonicador Fisher ScientificiS@ismembrator modelo 500. Apds a
lise, o extrato celular foi centrifugado a 10.@X0or 30 minutos duas vezes.

4.14 PURIFICACAO DAS PROTEINAS RECOMBINANTES

As purificacGes foram feitas em AKTAprime plus (Galthcare). As proteinas
6xHis-NahB e 6xHis-NahG foram purificadas, iniciaime, por cromatografia de afinidade,
utilizando coluna HisTrad}' HP 5 mL (GE Healthcare). As colunas de afinidagtarh pré-
equilibradas com tampao de lavagem (50 mM Tris—HEIl7,4, 500 mM NaCl, 30 mM
imidazol). As proteinas foram eluidas com gradidimear de imidazol de 30 a 500 mM em
tampéao de eluicdo (50 mM Tris—HCI pH 7,4, 500 mMCNa500 mM imidazol). Foi
realizado um segundo passo cromatografico, de s&mlumolecular, utilizando coluna
Hiload™ 16/60 Superdex 200 (GE Healthcare), a qual foiepdlibrada com tamp&o 50
mM Tris—HCI pH 7.4, 50 mM NacCl.
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Apos a cromatografia de afinidade foi feito didlsea dessalinizacdo da amostra
contra tamp&o 50 mM Tris—HCI pH 7.4, com conceiiteacdecrescentes de NacCl, as quais
foram de 300 mM para 150 mM e para 50 mM no fidamembrana de dialise utilizada
apresentaut-off de 12 kDa (Sigma-Aldrich). Apés a dialise, as atras foram concentradas
para 5 mL, volume méximo suportado pela colunaxdisdo molecular. A concentracdo das
proteinas foi feita em membrana de didlise aunroff de 12 kDa (Sigma-Aldrich) contra
PEG 10.000.

4.15 DETERMINACAO DA CONCENTRACAO PROTEICA

A concentracdo das proteinas em solucéo foi detedaia partir da medida da
absorvancia a 280 nm e seguindo a lei de Lambet:Be

A=e*|*C

ondeA é a absorvancia a 280 nm;o coeficiente de extincdo molar ¢eh™); I, o caminho
optico da cubeta em cm, e C, a concentracdo malarateina. A absorvancia foi medida em
espectrofotdometro modelo UV-160A UVvisible recording spectrophotometeBhimadzu.
Os coeficientes de extingcdo molas) (das proteinas recombinantes foram obtidos pelo
programa ProtParam presente no servidor ExPASyfBimatics Resource Portale estdo
apresentados na Tabela 7. O ProtParam também déoonealor de absorvancia a 280 nm para
uma solucdo da proteina em agua com concentracdongbnL (Abs 0.1%), assim como
outros parametros que estdo na Tabela 7. Nesjeapna, o coeficiente de extingdo molar da
proteina em agua a 280nm é predito a partir da osiggo de residuos de aminoacidos da
proteina, de acordo com a equacdo:(proteina) (Mcm®) = Num(Trp)*(Trp) +
Num(Tyr)*&aTyr) + Num(Cystine)¥ (Cystine); ondes (Trp) = 5.500,¢ (Tyr) = 1.490 ec¢
(Cystine) = 125 (Gill & Vonhippel, 1989; Pace, &t 4995).

12 http://web.expasy.org/protparam/
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Tabela 7 - Caracteristicas das proteinas recontemateterminadas no ExPASy Bioinformatics
Resource Portal .

Proteina # Peso Molecular g (M-1cm-1) Abs 0.1%
aminoacidos (Da)
6xHis-NahB 275 29.520,8 21.430 0,726
6xHis-NahG 450 48.964,0 78.380 1,601

4.16 DIFERENTES PROTOCOLOS PARA PRODUCAO DAS PROVAS$
RECOMBINANTES

Para a producdo das proteinas recombinantes fodatadas outras estratégias
além das especificadas nos itens 4.13 e 4.14, edigéo de ligantes, diferentes métodos para

lise, dessalinizag&o, concentracao e purificagd® fogssem menos agressivas as proteinas.

A primeira estratégia adotada para a 6xHis-NahBaf@dicdo de ligantes que
pudessem contribuir para aumentar a estabilidagealaina. Todos os outros parametros de
producdo foram mantidos como citados nos itensriarge. Um composto parecido
estruturalmente com o ligante natural da enzimaufitizado, uma vez que o substrato da
NahB, cis-naftaleno dihidrodiol, ndo estava dispehtomercialmente no periodo desta tese.
Optou-se em usar o catecol, que é um compostoasiffiigura 11). O catecol (VETEC) foi
adicionado ao sobrenadante proveniente da cerdggéisgdo lisado celular, na proporcéo de

60:1 em molaridade, de catecol para a enzima.

OH
Figura 11 — Férmula estrutural de composto singitasubstrato da enzima NahB adicionado no lisado
celular para aumentar a estabilidade da protedp&dtecol. (b) Substrato natural da enzima NahB.

Também foi testada outra substancia, a carbencxd@®iicMA) (Figura 12), que
€ considerada um ligante universal das enzimas aailiA SRD ¢hort-chain

dehydrogenase/reductgsea qual pertence a NahB. A carbenoxolona foi iadada na
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cultura celular durante a expressao pima concentracao final de 100 | ao mesmo tempo
em que o IPTG (Hozjaet al, 2008).

o
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Figura 12-Formula estrutural ¢ carbenoxolona, composto adicionado durante a exju para
aumentar a estabilidade enzima 6xH-NahB.

As outras estratégias utilizadas para ambas amaszcomo diferentes métoc
para lise, dessalim¢ao, concentracao e purificacdo, foram realizadgzesenca e ausén
de ligantesPara romper as células utilizse o homogeneizador EmulsiF-C3 (Avestin), ao
invés da utilizagdo de lizosima, de choque térnaiate sonicacdo. Opt-se em utilizar, ao
invés da dialise, uma coluna de dessaliniz — HiPrep 26/10 (GE Healthcare). As fract
obtidas da afinidade que continham as proteinasmeimantes foram imediatamente elui
em tampado 50 mM Tris4Cl pH 7,4, 50 mM NaCl. As fracdes obtidas na dlinizacdo
foram concentradas utilizan-se um concentrador para centrifuga Vivaspin (fdx&orte de
peso molecular de 10.00Da, 6 e 20 mLde capacidade, GE Healthcare), ao invés ¢
utilizar PEG 10.000, antes da purificacdo por es@bumolecular. fra a concentracdo das

proteinas para cristalizacao, também, util-se Vivaspin, ao invés de PEG 10.0
4.17CLIVAGEM COM A PROTEASE TEV

A protease TEVfoi produzida no Laboratéricde Biologia Estrutural d
ICB/UFMG a partir do vetor pMHT238 (Blommel & Fox, 2007) Essa protease € s-
especifica eeconhece a sequéncia de residuos de aminoéENLYFQG, sendo que
altimo residuo pode ser substituido por outros, poorco impacto na eficiéncia do proces
A clivagem ocorre entre a Glutamina e a Glicinaulando em uma Glicina na porcéo an
terminal da proteina de intere(Fang, et al., 2007). Apos amira purificacdo de afinidac
foi feita a clivagenma 30°C por 16 h e tamp&o utilizado fol mM DTT, 0,5 mM EDTA, 50
mM Tris pH 8,0. A proporcao de TEV: proteina altdizada foi de 1:5 em m A clivagem
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com a proteina TEV foi feita somente para os tastegicos realizados com a proteina NahG
recombinante, a qual, apds a clivagem, foi denodair@H-NahG. O G é referente a glicina,
proveniente do sitio da protease, e o H a histigira/eniente do sitio da enzima de restricao

Ndeladicionado ao iniciador direto.

418 AVALIACAO DA ESTABILIDADE PROTEICA E ESTADO DE
OLIGOMERIZACAO

A determinacéo do estado oligomérico das protebnbbs-NahB e 6xHis-NahG
em 50 mM Tris—HCI pH 7.4, 50 mM NacCl foi feita pensaios de Espalhamento Dinamico
da Luz DPynamic Light Scattering- DLS). Os experimentos de DLS foram realizados no
Laboratério do prof. Dr. Frédéric Jean Georges &zlo Departamento de Fisiologia e
Farmacologia do Instituto de Ciéncias Biologicas WRaMG, utilizando o equipamento
Zetasizer Nano Series Nano - ZS90. Logo antes dfisan as amostras proteicas foram
centrifugadas a 17.0@Ppor 10 min a 4°C, para retirar qualquer matetiapenso. Os ensaios
foram realizados com temperatura constante de 2bf§gta de vidro com caminho 6ptico de

1,0 cm e 1,5 mL de amostra na concentracao aprasime 1,5 mg/mL.

Para avaliacdo da estabilidade da enzima 6xHis-NatiiZando diferentes
estratégias de producdo foram realizados ensaidssgdalhamento Dindmico da Luz em
funcé@o do tempo. Os ensaios foram realizados irtsdente ap0s a proteina ser obtida por
dialise ou por cromatografia utilizando coluna @sghlinizacdo, na presenca ou auséncia de
catecol ou carbenoxolona. Em todos os ensaiosmpéa da solucdo proteica era 50 mM
Tris—HCI pH 7,4, 50 mM NaCl. Cada amostra foi med&D0 vezes, com trés acumulacdes
de 10 segundos cada. Todos os outros parameteos fdénticos as medidas feitas quando se
determinou somente o estado monomérico ou oligamém®s dados coletados foram
analisados utilizando o programa Malvern Zetasizes.01, o qual permitiu a avaliacdo da
estabilidade e estado de oligomerizacdo da 6xHEBN@ determinacdo do estado

oligomérico da 6xHis-NahG.
4.19 DETERMINA(;AO DO ESTADO DE OLIGOMERIZAQAO

Os estados de oligomerizacdo das enzimas reconmésnaambém foram

avaliados por cromatografia de exclusdo molecuisiizando coluna Hiloal® 16/60
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Superdex 200, a qual foi pré-equilibrada com tanf@@oM Tris—HCI pH 7,4, 50 mM NacCl
Os perfis cromatograficos das enzimas 6xHis-NahBxelis-NahG foram analisados
utilizando-se uma curva de calibracdo da coluna, fgu construida com citocromo @2
kDa), anidrase carboénica (29 kDa), albumina (66)kRkool desidrogenase (150 kDajp-e
amilase (200 kDa).

4.20 DETERMINACAO DA ESTRUTURA SECUNDARIA

Para caracterizacdo da estrutura secundaria d&imao6BxHis-NahB foram
realizados experimentos de Dicroismo Circul@irdular Dichroism— CD) . Os experimentos
de CD foram realizados no Laboratério de Espeabfuiace Calorimetria do CNPEM
(Campinas, SP) utilizando o espectropolarimetraalak810 (Jasco corporation, Toékio,
Japao). Nao foram realizados experimentos de dimwicircular para a 6xHis-NahG, uma
vez que, no momento em que obteve-se a proteidgaegso equipamento ndo estava

disponivel para uso. Optou-se por continuar o thabsem a realizagéo deste experimento.

As concentragdes proteicas utilizadas nos ensaramfentre 0,10 e 0,25 mg/mL.
As proteinas foram mantidas a 4°C até o momenterdaio e logo antes da analise as
amostras foram centrifugadas a 17.@0@or 10 minutos a 4°C para retirar qualquer mdteria
suspenso. Foi utilizada cubeta de quartzo comm,tleccaminho éptico e 150uL de amostra.
Para a coleta de dados, foram utilizadas as tetupasade 20, 30, 40, 50, 60, 70 e 80°C. As
medidas foram feitas de 0,5 em 0,5 nm, com 20 alagdes para cada medida. A faixa de

comprimento de onda utilizada foi de 198 a 260 nm.

Antes dos experimentos com as amostras proteigcasnffeitas medidas com a
cubeta vazia para verificar a integridade e limpeesta. Também foram feitas 10
acumulagcdes com o solvente no qual as proteinagagstdissolvidas, entre os comprimentos
de onda de 198 a 260 nm, as quais foram utilizadae® leitura de branco. Os espectros
gerados correspondem a diferenca entre a meédia2@ascumulacdes realizadas para a

proteina e as 10 acumulacdes realizadas paraenselem que elas estavam diluidas.

Os espectros obtidos nos experimentos de CD fotatados como elipicidade
molar em mdeg.cfrdmol™ em funcéo do comprimento de onda em nm. O Créquéator de

conversao utilizado para o célculo da elipicidad#ama partir da elipicidade em mdeg, foi
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calculado a partir da formula a seguir, onde, nnérero de liga¢des peptidicas da proteina;
Cc € a concentracdo em g/mL da proteina e Mr é aamaslecular da proteina em Da.

Cr=(n*1000 *c)
Mr

Com o valor de Cr foi calculado a elipicidade mplatilizando-se a proxima
expressédo, onded] é a elipcidade molar em mdegZdmol*; 6 é a elipcidade obtida pelo
espectropolarimetro em mdeg; Cr é o fator de caoé@ o caminho 6tico da cubeta em cm
(Sreerama and Woody, 2004).

0ej=__6
(10 * Cr ¥

A porcentagem de estrutura secundaria da proteids-®NahB foi determinada a
partir da deconvolucdo dos dados dos experimerdS utilizando-se o programa CDNN
2.1. Foi feito um gréfico de porcentagem de estausecundaria em funcdo das diferentes

temperaturas analisadas.
4.21 ENSAIOS DE CRISTALIZAQAO

As proteinas recombinates 6xHis-NahB e 6xHis-NaH@Edas na exclusédo
molecular foram concentradas utilizando-se uma manabde dialise corout-off de 12 kDa
(Sigma-Aldrich) contra PEG 10.000 ou utilizando-sm concentrador para centrifuga
Vivaspin (faixa de corte de peso molecular de 1M.D@, 6 e 20 mL de capacidade, GE
Healthcare). A proteina 6xHis-NahB foi concentrageoximadamente para 7, 10, 20, 30 e 40
mg/mL e a 6xHis-NahG, para 5, 10, 20, 40 e 90 mg/@& ensaios de cristalizacdo das
proteinas recombinantes foram realizados manuaémsmt meio da técnica de difusdo de

vapor em gota suspensa.

Esses ensaios foram feitos utilizando-se os ®iistal Screere Crystal Screen 2
(Hampton Research) com 96 solugbes no total. Fatdimadas placas com 24 pocos e em
cada laminula foram adicionados 1,0 puL da proteiig0 pL da solugdo precipitante. Em
cada laminula foram colocadas de uma a cinco aepes proteicas diferentes, dependendo
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do ndmero de concentracdes diferentes das enzirdas eoenzimas utilizadas. Os ensaios
foram realizados a 18° C. As condi¢cdes em que wveleristais foram refinadas, variando-

se, em pequena escala, o pH, a concentracéo dpifaneie e a concentracao do sal.

Além dos ensaios manuais, amostras das proteindis-BlahB e 6xHis-NahG,
também foram enviadas para o0 Laboratério Automdtizade Cristalizacdo de
Macromoléculas (ROBOLAB) do CNPEM (Campinas, SP)apansaios de cristalizacao
utilizando-se um robd de cristalizacdo. Foi uttdiazea metodologia de difusdo de vapor em
gota depositada em placas de 96 pocos. Os ensa#ys fealizados a 18°C e cada gota foi
formada pela adi¢éo de 0,5 a 1,0 pL da proteinsatglade idéntica da solucdo precipitante.
Nos experimentos foram testados os Kifsystal Screen, Crystal Screene&SaltRxda
Hampton ResearcllCSG+ Suitee PACT Suiteda QuiagenPrecipitant Synergy, Wizard |
randome Wizard Il randomda Emerald, sendo, no total, 480 solu¢Ges difesert partir das
condicbes em que se obteve cristais, foi feito efimamento, variando-se pH, concentracdo
do precipitante e concentracédo do sal. Estas ssduigiam preparadas no ROBOLAB e, no
caso do refinamento, as placas (24 pocos) foratasfenanualmente no LNLS com gota
suspensa. O ROBOLAB tem um sistema de captura @geins automatica com acesso
remoto, armazenamento de dados e sistema de haxioléta (UV) para diferenciagao de
cristais de sais e proteinas. Dessa forma, erdvebsésualizar periodicamente a formacéao

dos cristais.

Na etapa de refinamento a partir das condicbedastadas no ROBOLAB,
testou-se obter cristais das proteinas 6xHis-NahikHis-NahG em que elas estivessem
ligadas com as coenzimas NAB NADH, respectivamente. Foi feito cocristalizacgendo a
coenzima adequada para cada enzima adicionaddut@a@roteica antes da cristalizacéo,
com os tempos de 24 h antes e 30 min antes dorprejas placas para cristalizacao
utilizados. O NAD foi adicionado na propor¢édo de 5:1 em molaridagl€aknzima para a
6xHis-NahB e o NADH, na propor¢céo de 10:1 em md&de de coenzima para a 6xHis-
NahG. Outra estratégia foi adicionar as coenzinagssolucfes proteicas antes da purificacao
por exclusdo molecular, na proporcédo de 1,5:1 etandade de coenzima para a proteina.
Além disso, foi feitcsoaking adicionando-se as coenzimas na solucéo criopratata qual o
cristal € mergulhado antes de ser submetido ae fé#xraios-X. O cristal ficou na solucao
crioprotetora com a coenzima cuja concentracad@enM por 5 a 20 minutos.
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Para a enzima 6xHis-NahB, também foram realizadst®$ de cocristalizacéo e
de soakingcom compostos analogos ao substrato natural denarezicom seu produto. Estes
foram utilizados em diferentes concentracdes entneM e 20 mM para cocristalizacdo ou
soaking Essas séo as concentracgdes finais dos compastpstan de cristalizacdo ou na gota
crioprotetora em que o cristal foi imerso. Os costp® utilizados estdo na Figura 13. Além
disso, tanto na cocristalizacdo como swaking foram utilizados somente os compostos

representados na Figura 13 ou esses compostosaaesocom NAD.

Figura 13 — Estruturas quimicas dos compostoszauitis para cocristalizacdo soakingcom a
enzima 6xHis-NahB.(a) 2,3-dihidroxinaftaleno. (b)2-#lihidroxinaftaleno (produto da reacéo
catalizada por NahB). (c) 1,2-dihidro-2-acido caibioo nafataleno. (d) 2,3-dihidroxi-bifenil.

Uma estratégia utilizada para obtencao de cristai$xHis-NahG foi adicionar
seu substrato natural, &cido salicilico, no tamgéolise. A adi¢do foi na propor¢do de
aproximadamente 180:1 de substrato para enzimas A@alicdo do composto no tampéo de
lise, o pH foi ajustado para 7,4. Os testes mannagis e 0s testes no ROBOLAB foram
realizados com a enzima na presenca e ausénciaidtesalicilico. Os refinamentos feitos
apos o experimento no ROBOLAB foram realizados ap&om a proteina lisada na presenca

de acido salicilico.

Para resolver o problema das fases para a 6xHi&Nafam utilizados cristais
derivados. Para a derivatizacéo foi utilizada aitacdesoakingcom solucdo de iodeto de
sédio, a qual foi acrescentada na solucdo criojmm@teA concentracdo da solugédo de iodo na
gota em que o cristal foi imerso variou entre 624 e 1,0 M. O tempo em que o cristal

ficou imerso na solucéo crioprotetora com iodooaaentre 30 seg e 5 min.
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4.22 COLETA E ANALISE DOS DADOS DE DIFRACAO

Os cristais formados foram submetidos a difracdaailes-X para coleta dos
dados e determinacdo da estrutura tridimensiomnald&los de difracdo da 6xHis-NahB e
6xHis-NahG foram coletados na linha DO3B-MX1 (Palitov, et al., 1998), a qual opera em
uma energia fixa de 7,709 keV (1.608 A), e WO1B-M{Guimaraes, et al., 2009), a qual
opera em uma faixa de energia de 5 a 15 keV, ambakaboratério Nacional de Luz
Sincrotron (LNLS) (Campinas, Sao Paulo). As imagdmgslifracdo foram gravadas em um
detector MAR CCD 165 na linha DO3B-MX1 e Rayonix iMasaic 225 CCD na linha
WO01B-MX2. Antes da coleta dos dados, os cristaianfotransferidos por alguns segundos
para uma solucdo crioprotetora, formada pela adigha,0 pl de etilenoglicol a 9,0 pul da
solucéo precipitante ou 1,5 pl de etilenoglicol,a @l da solucéo precipitante. Os cristais
foram coletados da gota utilizando-se uma alcaylienn(Hampton Research) e, durante a

coleta, o cristal foi resfriado a -173°C com ni&pg gasoso.

O calculo do coeficiente de Matthews (Vm) foi feittilizando-se o programa
matthews_coef (Kantardjieff & Rupp, 2003) distridboi pelo pacote de programas CCP4
(Winn, et al., 2011). Este coeficiente permite faz@nalise do conteddo da célula unitaria do
cristal, determinando o numero de subunidades eeptagem de solvente na unidade
assimétrica. Matthews verificou que, na maioria dasos de cristais de proteina, Vm, que
indica a razao entre o volume da célula unitangpeso molecular das amostras cristalizadas,
varia entre 1,7 e 3,5°Da. Frequentemente, Vm assume valores em tor2ol&e’’Da com
unidades assimeétricas de cristais proteicos coat@od volta de 40% a 60% de solvente.
Dessa forma, pela comparacdo de valores obtidoexmeimentos de difracdo de raios-X
com os valores previstos por Matthews, pode-senastd numero de moléculas na unidade

assimétrica.

O problema das fases para a 6xHis-NahB foi resolpm substituicio molecular
pelo AutoMR implementado no progranRHENIX (Adams, et al., 2010; McCoy, et al.,
2007). A estrutura cristalografica da bifenil desgknase d€andoraea pnomenusatrain
B-356 (BphR.ssg) (PDB ID 2Y93) (Dhindwal, et al., 2011), que apes 37,0% de
identidade com a sequéncia da NahB foi usada cooulm de fase para a 6xHis-NahB. Para

resolver a estrutura da 6xHis-NahG, foi tentadaiahinente o método de substituicdo
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molecular com a monoxigenase PhzS Blseudomonas aerugionos@DB ID 2RGJ)
(Greenhagen, et al., 2008) como modelo de faseahapresenta 26% de identidade com a
NahG em 364 residuos de aminoéacidos que foramaaloshno Bladt do PDB. Além disso,
foi utilizado o método dos atomos pesados com [mala resolucdo da estrutura da 6xHis-
NahG. O programa SHELXC foi utilizado para detetagéo do sinal an6malo e o SHELXD
para determinar as coordenadas dos atomos pesadostal. Foram utilizados os métodos
SAD e SIRAS como implementados no prograRHENIX AutoSol(Adams, et al., 2010;
Terwilliger, et al., 2009). A construcdo automata@s modelos de ambas as proteinas foi
feita utilizando-se o progranfPHENIX AutoBuild (Adams, et al., 2010; Terwilliger, et al.,
2008) e para a construgdo manual foi utilizado aggama Coot (Emsley, et al., 2010). O
refinamento de ambas as estruturas foi realizadoa®programas phenix.refine (Adams, et
al., 2010; Afonine, 2005) e Coot (Emsley, et a1@). A validacdo das estruturas foi feita
utilizando-se o programa MolProbity (Davis, et aDQ7) implementado eHENIX

4.23 CINETICA DO ESTADO ESTACIONARIO

A caracterizacao cinética da enzima NahB recomkenéoi inviavel devido ao
substrato da enzima néo ser disponivel comerciaén@rcinética da NahG foi caracterizada,

uma vez que o substrato da enzima, o acido sedic# disponivel comercialmente.

Os ensaios cinéticos com a proteina 6xHis-NahG camida de histidinas (GH-
NahG) foram realizados no laboratério de Espeabtfmsc UV-Vi do Departamento de
Quimica, ICEX, UFMG em colaboracdo com o Prof. Dago Antonio da Silvia Brand&o.
Para esses ensaios foi utilizado o espectrofotom@ary50 (Agilent Technologies) Os
experimentos com as proteinas mutantes da 6xHi&Nabm 4.24) foram realizados no
laboratério do Prof. Dr. Alvan C. Hengge tdah State Universitydurante o Doutorado
Sanduiche da autora dessa tese. Nesses ensamatdizados leitores de placas H4 Synergy

(BioTek) e Versa Max (Molecular Devices), além dpextrofotdmetro Cary50.

A reducgédo do NADH foi monitorada a 340 nm para temeinacao dos efeitos
das concentragfes do substrato 4cido salicili@sedenzimas NADH e FAD na atividade da

enzima NahG recombinante com e sem cauda de h&stidDs ensaios foram realizados a 25

13 http://www.rcsb.org/pdb/search/advSearch.do
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°C em cubetas de quartzo de 1 cm de caminho é&cd,@ ou 3,0 mL, nas quais foram
utilizados 1,0 ou 1,5 mL, respectivamente. A saduiginpéao utilizada nos ensaios foi Hepes
50 mM pH 8,5, NaCl 0,20 M, EDTA 1,00 mM. O sub&traas coenzimas e a enzima foram
diluidos nesse tampdo para 0S ensaios cinéticas. dgantir o estado estacionario, a
concentracdo da enzima NahG foi mantida cerca dee3€s abaixo dos valores dg K as
concentragdes do substrato, &cido salicilico, ecdaszimas, NADH e FAD, pelo menos 10

vezes acima dos seus valores gde K

Para a determinacdo dos efeitos das concentragd&sbdtrato acido salicilico e
das coenzimas NADH e FAD na atividade dos mutaseNahG foram seguidas as mesmas
condi¢cdes dos ensaios para a proteina nativa,cegoet os ensaios foram realizados com os
leitores de placas H4 Synergy (BioTek) e Versa MMolecular Devices), além do
espectrofotdmetro Cary50. Estes leitores de plémasn utilizados com o objetivo de fazer
mais reagcdes em um tempo menor e consumir mengsmntes. Além disso, os valores dg K
para 0s mutantes testados até o momento aumentmstante com relacdo ao valor da
proteina nativa, fazendo com que se tornasse ieitbsar no Cary 50 (caminho 6tico de 1,0
ou 0,5 cm) uma solucédo com 10 vezes o valor gal& NADH. Dessa forma, a utilizacdo de
leitores de placas, nos quais se pode utilizar gremgl volumes, como 100 pL, foi uma
alternativa para a caracterizagéo cinética dosmegaNo H4 Synergy e no Versa Max foram
utilizadas placas de 96 pocos com 100 a 330 pla Barantir o estado estacionario, a
concentracdo da enzima foi mantida cerca de 30svabaixo dos valores deyKe as
concentracdes do substrato e das coenzimas pelosm@nvezes acima dos seus valores de
Kwm..

4.24 MUTAGENESE SITIO-DIRIGIDA

A mutagénese sitio dirigida de alguns residuosndieacidos da proteina NahG
recombinante foram realizados no laboratorio dd.Ada Alvan C. Hengge d&jtah State
University, durante o Doutorado Sanduiche da autora dessa Essas mutacdes foram
propostas para avaliar a participacdo desses ossida atividade catalitica da enzima e,
assim, contribuir para o entendimento do mecanidm@céo da proteina. A escolha dos
residuos para mutacdo foi feita a partir da congdarada estrutura primaria da salicilato

hidroxilase deP. putidaG7 com enzimas similares depositadas no PDB. rthaiineto das
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sequéncias foi feito no programa ClustAfWAs enzimas similares utilizadas, com os
respectivos nimeros de acesso no UniPrtiéBas identidades com a NahGRieputidaG?7,
foram aurato oxidase HpxO (A6T9228%), 3-hidroxibenzoato-6-hidroxilase€QQSFK6,
27%), 2,6-dihidroxipiridina-3-hidroxilase (Q93NG3, 26%jhonoxigenase PhsZ (QOHWGSY,
26%) e 2-metil-3-hidroxipiridina-5-4cido carboxilico igenase (Q988D3, 22%). Os valores

de identidade foram obtidos com a ferramditstdo PDB?®.

Além disso, para a escolha das mutacdes foi feit@maparacdo da estrutura
tridimensional da 6x-HisNahG com as estruturas @azimas 3-hidroxibenzoato-6-
hidroxilase (PDB 4BK2) (Montersino, et al., 2013)rato hidroxilase (PDB 3RP7) (Hicks, et
al., 2013), ambas com FAD e substrato ligados.sgss#einas foram escolhidas com base na
anélise feita pelo programa Dali SeiVero qual faz uma busca no PDB por proteinas

estruturalmente similares, comparando suas esasitiidimensionais.

As mutagOes sitio dirigidaforam inseridas no DNA nativo utilizandas kits
QuikChange Lightning Site-Directed Mutagendgigilent Technologies) (Figura 14) e ©5
Site-Directed Mutagenes{BlIEW ENGLAND BiolLabs). Basicamente, o procedimeutitiza
0 vetor recombinante pET28a-TEV-NahG e iniciada@stendo cada mutacdo desejada. A
extensdo dos iniciadores cdpuikChange Lightning Enzynoal Q5 Hot Start High-Fidelity
gera o plasmideo mutado. Posteriormente, a enBipm (primeiro kit) ou KDL (segundo
kit) € usada para digerir o DNA molde e o plasmideatendo a mutacdo é transformado em

bactérias competentes.

4 http://www.clustal.org/clustal2/
!5 http://www. uniprot.org/help/uniprotkb
18 http:/iwww.rcsb.org/pdb/search/advSearch.do

Y http://ekhidna.biocenter.helsinki.fi/dali_server/
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1.

Sintese da fita mutante

Etapas do ciclo térmico

)! .

QuikChange® Lightning Fast Method

w

g

Desnaturacao do DNA molde.
Anelamento dos iniciadores contendo a
mutacao.

Extensdo e incorporagdo dos iniciadores
com a Enzima QuikChange Lightning
(Exclusiva mistura de DNA polimerase
que inclui uma derivada da Pfu Ultra

high-fidelity).

Digestao do molde com a enzima Dpn 1

Digestao do DNA original metilado e
semimetilado com a enzima Dpn I.

Transformacao

Transfomacao das moléculas mutantes
em celulas competentes.

Figura 14 — Resumo do método de mutagénese diiipddi QuikChange Lightning (Agilent
Technologies). Adaptado do manual de instrug@ekChange Lightning Site-Directed Mutagenesis

Kit.

Os iniciadores utilizados para mutagénese comrogid kit estédo representados

na Tabela 8 e com o segundo kit, na Tabela 9. Aagdas estédo representadas por uma letra

seguida de um nimero e mais uma letra, 0os quaisspandem, respectivamente, ao residuo

de aminoacido da sequéncia nativa, a posicao dastequéncia de residuos de aminoacidos

e ao residuo de aminoacido mutante. Os plasmidaiidos por esse procedimento foram

sequenciados com os iniciadores T7 direto ou revessa verificar a presenca das mutagoes.

Os mutantes foram denominados 6xHis-NahG seguielosn@ome da mutacao.
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Tabela 8 — Iniciadores utilizados para mutagénése-dirigida da 6xHis-NahG utilizando o kit
QuikChange Lightning Site-Directéddutagenesis.

Mutacdo Iniciador Sequéncia
E38A  E38Af direto 5'GTACAGCTGTTCGCGGCTGCGCCGGF

E38Ar reverso 5'CCGGCGCAGCCGCGAACAGCTGTACY

D314A D314Af direto 5GTCCTGATCGGCGCCGCAGCTCACGC3
D314Ar reverso 5'GCGTGAGCTGCGGCGCCGATCAGGACY

H226A H226Af direto 5GGCTCGACGGCGCTATCCTCACCTTTC3
H226Ar reverso 5 GAAAGGTGAGGATAGCGCCGTCGAGCCZ?

R192A R192Af direto 5 CCTGTGCCTATGCGGGGATGGTCGAC3
R192Ar  reverso 5'GTCGACCATCCCCGCATAGGCACAGGZ

K165A K165Af direto 5 CCGACGGAATCGCGTCAGCGCTCCG3
K165Ar reverso 5'CGGAGCGCTGACGCGATTCCGTCGG3’

Tabela 9 - Iniciadores utilizados para mutagénésedirigida da 6xHis-NahG utilizando o kK5°
Site-Directed Mutagenesis.

Mutag&o Iniciador Sequéncia

L36A L36AF direto 5 CCAGGTACAGGCGTTCGAGGCTGZ
L36AR reverso 5’ ATATGGGAGTAGCGGCAG3’

F37A  F37AF direto 5GGTACAGCTGGCCGAGGCTGCGCS
F37AR reverso 5 TGGATATGGGAGTAGCGGCZ

H110N H110NF direto 5GTCCTCGGTAAACCGGGCGGATTTCATCG3
H110NR reverso 5TGGCCCACGCCCGGAGCGY

R111Q R111QF direto 5 CTCGGTACACCAGGCGGATTTCATCGACZ
R111QR reverso 5GACTGGCCCACGCCCGGAZ

H322Y H322YF direto 5 CATGCTGCCGTACCAAGGTGCCG3
H322YR reverso 5 GCGTGAGCTGCGTCGCCG?Z

Al167R A167RF direto 5AATCAAGTCACGGCTCCGTAGCCATGTGCTGG3
Al167RR reverso 5'CCGTCGGCACCGATCAGAZ

R169A R169AF direto 5 GTCAGCGCTCGCTAGCCATGTGCTGGAAG?Z
R169AR reverso 5TTGATTCCGTCGGCACCG3

V141N V141INF direto 5 GACCGCTTCGAACTCGTCCCATGC3
V141INR reverso 5'ATCACCACTGATCCGTTAGZ

Para a realizacdo das mutacdes com @kikChange Lightning Site-Directed

Mutagenesisforam seguidos a reacdo e 0 programa para anagiitc representados na
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Tabela 10 e na Tabela 14,para o kitQ5 Site-Directed Mutagenesequeles presentes na

Tabela 12 e na Tabela 13.

Tabela 10 Reacado para mutagénese sitio dirigida utilizanlid QuikChange Lightning Site-

Directed Mutagenesis

Reagente/Concentracéo

Quantidade

Plasmideo pET28a-TEV-6xHis-NahG 100 ng

Tampéao 10 X

Iniciador direto

Iniciador reverso

dNTPs 10 mM
ReagenteQuikSolution
Enzima QuikChange Lightning
H,0O ultrapura autoclavada

Sulk

125 ng
125 ng
lulL
1,5uL
1,0uL
gsp. 50uL

Tabela 11- Programa para mutagénese sitio dirigiitiaando o kitQuikChange Lightning

Site-Directed Mutagenesis.

Etapas Temperatura (°C) Tempo

1. Aquecimento inicial 95 2 min

2. Desnaturacéo 94 20 s

3. Anelamento 60 10s

4. Extensao 68 3mine30s
5. Repeticdo (18X das etapas 2 a 4) ---

6. Extenséo final 68 5 min
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Tabela 12- Reacdo para mutagénese sitio dirigidezando o kit Q5 Site-Directed
Mutagenesis.

Reagente/Concentragéo Qunatidade
Plasmideo pET28a-TEV-6xHis-NahG 25 ng

Q5 Hot Start-Fidelity Master Mix 12,5uL
Iniciador direto 1,25uL (0,5 uM)
Iniciador reverso 1,25uL (0,5uM)
H-0 ultrapura autoclavada gsp. 25uL

Tabela 13- Programa para mutagénese sitio dirigiilzando o kit Q5 Site-Directed
Mutagenesis.

Etapas Temperatura (°C) Tempo
1. Aquecimento inicial 98 30s
2. Desnaturagao 98 10s
3. Anelamento 50-72* 30s
4. Extenséao 72 4mine30s
5. Repeticao (25X das etapas 2 a 4) ---
6. Extensao final 72 2 min
*Foi utilizada a temperatura de anelamento de gadade iniciadores calculada pelo programa
NEBaseChangét

'8 http://nebasechanger.neb.com/
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5 RESULTADOS
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5.1cisNAFTALENO DIHIDRODIOL DESIDROGENASE
5.1.1 Amplificagéo e clonagem

A amplificacdo do genaahB sua clonagem em vetor p€R1-TOPO e o
sequenciamento dos clones positivos foram desgoitegiamente na dissertacdo da autora
desta tese. Um dos clones pCR-2.1-TQRMB que apresentou sequéncia correta foi
denominado pCR 2.1-TOP@&hBC3-2F2R (Costa, 2010).

5.1.2 Subclonagem em vetor de expressao

A construcdo plasmidial pCR-2.1-TOR@hBC3-2F2R, que ja havia sido
sequenciada, foi digerida com as enzimas de réstNdel e EcoRI O inserto liberado foi
subclonado no vetor de expressédo pET-28a-TEV. Tadoslones analisados dos vetores
recombinantes pET28a-TEV-NahB foram positivos, hdeea amplificacdo de fragmentos
proximos ao tamanho do gene de 792 pb. O gel copramtutos da PCHRle col6nia para
verificagdo da subclonagem néo foi registrado, poequipamneto estava indisponivel. O
clone utilizado para expressdo da proteina recambénfoi o denominado pET28a-TEV-

NahB-2A, o qual foi sequenciado e apresentou tamakspondéncia com o genahB
5.1.3 Expresséo e purificacédo

A proteina recombinante 6xHis-NahB foi expressacéhalas deEscherichia coli
Rosettd" (DE3) ) [BL21 (DE3) pRARE] a 18°C por 16 horas co5 mM de IPTG. A
expressao foi feita a 18°C, pois a 37°C a prot&inmsolavel. Dessa forma, reduziu-se a
temperatura com o objetivo de evitar a agregacateipa. Esta estratégia jA& se mostrou
eficiente para diferentes proteinas recombinaiag-igura 15, a seta indica uma banda com
massa molecular aparente de 26 kDa correspondeptetéina 6xHis-NahB, cuja massa
molecular tedrica é 27,5 kDa mais 2 kDa adiciongukde vetor (cauda de seis histidinas e
sitio de clivagem da TEV), resultando em uma pnatede 29,5 kDa. Pode-se verificar a
presenca de uma banda referente a 6xHis-NahB &pdgrds de expressao e a presenca dessa
banda nas fracfes sollvel e insolavel do lisadolaglsendo que a maior parte da proteina
ficou presente na fracéo soluvel (Figura 15).
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Figura 15 - Andlise em gel SDS-PAGE 12%, ap6s aQBw com Comassie Blue, da inducdo da
expressad da proteina 6xHis-NahB nas fracdes dalmsoluvel. P — Marcador de peso molecular de
proteina Fermentas; 1 — fracdo néo induzida; 2 k 4p6s a inducdo com IPTG; 3 — fracdo insolavel
obtida pelo protocolo inicial; 4 — fracdo soltvetida pelo protocolo inicial.
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A fracdo soluvel da proteina 6xHis-NahB proveniedte lise com protocolo
inicial, o qual continha uso de sonicador, foi fica@ida por cromatografia de afinidade
utilizando coluna HisTrapy HP 5 mL. Foram aplicados 30 mL do sobrenadantéisddo

celular provenientes de um litro de cultura. O iperfomatografico esta representado na

Figura 16.
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Figura 16 - Perfil cromatografico de eluicdo da BxNahB em coluna de afinidade HisTFApHP 5
mL. Foi aplicado fracdo obtida de um litro de crdtda 6xHis-NahB produzida pelo protocolo inicial.
A seta indica o pico correspondente a proteina SX4hB.

As fragBes correspondentes ao pico da proteinaseXBinB, indicado pela seta na

Figura 16, foram agrupadas e dialisadas contra damgD mM Tris-HCI pH 7,4 em
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concentracdes decrescentes de NaCl, de 300 at&5@ mmostra proteica precipitou e, com
a proteina que permaneceu no sobrenadante ap@dise,dioi realizado um segundo passo
cromatogréfico de exclusdo molecular utilizandanal Hiload" 16/60 Superdex 200 (GE
Healthcare) (Figura 17). Antes da amostra ser agdica coluna de exclusdo molecular, ela
foi concentrada contra PEG 10.000 até 5 mL (volundximo possivel de ser aplicado na
coluna). Durante esse procedimento a proteina tangrécipitou, e, antes de aplica-la na

coluna, a amostra foi centrifugada a 17.§@®r 20 min.
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Figura 17 - Perfil cromatografico de eluicdo da BxNahB em coluna de exclusdo molecular
Hiload™ 16/60 Superdex 200. A proteina foi obtida petatguolo inicial na auséncia de ligantes.

Na purificacdo por exclusdo molecular, pode-sefigari a presenca de varios
picos, indicando que a amostra esta polidispersa, varios estados de agregacdo. Além
disso, apds a exclusdo molecular, a proteina tanpirécipitou. Dessa forma, a proteina
6xHis-NahB obtida a partir do primeiro protocoldimado, o qual foi denominado protocolo

inicial, na auséncia de ligantes, ndo € adequadagpaaios estruturais.
5.1.4 Diferentes protocolos para producao das praieas recombinantes

Para contornar a instabilidade da enzima 6xHis-Ndb&ou-se a utilizacdo de
algum composto comercialmente disponivel que fesseelhante ao substrato natural da
enzima. Para isso, foi utilizado o catecol. Esteatvescentado no sobrenadante proveniente

da lise celular. Todos os outros parametros forantiaos iguais ao do protocolo inicial. O
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perfil cromatogréfico obtido na afinidade permamesénilar. Na purificacdo por exclusao
molecular na presenca de catecol, observou-se gperfd cromatografico ficou mais
homogéneo, com um pico principal. O perfil représén na Figura 18 foi proveniente de um

litro de cultura.
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Figura 18 - Perfil cromatografico de eluicdo da BxNahB em coluna de exclusdo molecular
Hiload™ 16/60 Superdex 200. A proteina foi obtida petatqrolo inicial na presenca de catecol. A
seta indica o pico correspondente a proteina 6iidls3.

A adicdo do catecol ajudou muito na estabilizacagbteina, como pode ser
verificado pela melhora do perfil da exclusdo molac(Figura 18) quando comparado com a
proteina sem o composto (Figura 17). Pela curvacalbracdo da coluna de exclusao
molecular, determinou-se que o pico principal @ado pela seta na Figura 18) representa
uma proteina de 133,8 kDa, que corresponde aanetcdda enzima, cuja massa teorica é
118,0 kDa. Esse estado oligomérico é confirmadodpdos da literatura, em que os autores
(Patel & Gibson, 1974) mostraram, através de magfio por exclusdo molecular com coluna
Sephadex G200, que a proteina nativa apresentaueattetramérica. Para avaliar a melhoria
da estabilidade da enzima produzida com catecanforealizados experimentos de
espalhamento dindmico da luz em funcdo do tempiareisimo circular (item 5.1.5 e item

5.1.6, respectivamente).

Foram realizados testes de clivagem com a profE&a%e entretanto a proteina

6xHis-NahB néo foi clivada nas condi¢des testadas.
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Com a proteina 6xHis-NahB obtida pelo protocoleialina presencga de catecol
foram realizados testes iniciais de cristalizagadretanto, apesar do aumento da estabilidade
da 6xHis-NahB com a presenca de catecol, ndo haueemacao de cristais. Logo, foram
utilizadas outras estratégias para aumentar a ilgdtale da proteina 6xHis-NahB, que
consistiram na utilizagdo de protocolos de lise,ddssalinizagcédo e de concentragcdo que
poderiam ser menos agressivos a proteina. Fozadii homogeneizador ao invés de
lisozima, choque térmico e sonicador, coluna dealeszacao e Vivaspin ao invés de didlise
para substituir a concentracdo por PEG 10.000. Adiésso, como o catecol ajudou na
estabilizacdo da enzima, ele foi mantido ou subidtit por outro ligante, a carbenoxolona,
que foi adicionada durante a expresséo. Portaniastas purificagdes realizadas com esse
novo protocolo, o qual foi denominado protocolonotado, ocorreram, inicialmente, na
presenca de catecol ou carbenoxolona. Para ambdgyardes, os perfis obtidos nas
cromatografias e a quantidade de proteina obtidarf@imilares, por isso os resultados seréo
apresentados somente para um deles.

A fracao soluvel da proteina 6xHis-NahB, na quahficionado catecol, obtida a
partir da lise com homogeneizador foi purificada pamatografia de afinidade utilizando
coluna HisTrap” HP 5 mL. Foram aplicados 30 mL de lisado provemiemle um litro de
cultura. O perfil cromatografico esta representadd-igura 19. Observa-se que nao houve
diferenca significativa nos perfis dos picos olgish@a purificacdo por afinidade da proteina
6xHis-NahB produzida a partir do protocolo otimiaamu do protocolo inicial (Figura 19 e

Figura 16, respectivamente).
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Figura 19 - Perfil cromatografico de eluicdo da BxNahB em coluna de afinidade HisTFApHP 5
mL . Foi aplicado a fragdo proveniente de um ldeocultura da 6xHis-NahB obtida pelo protocolo
otimizado na presenca de catecol. A seta indidamgorrespondente a proteina 6xHis-NahB.

A proteina obtida na purificacdo por afinidade fiesada a 280 nm em
espectrofotdmetro. A quantidade obtida de 6xHisBN&h de aproximadamente 45 mg, na
concentracdo aproximada de 3 mg/mL, provenientesrdétro de cultura. A proteina obtida
por cromatografia de afinidade foi analisada poSSTAGE. Na Figura 20 a seta indica uma
banda com massa molecular aparente de 26 kDa ponadsnte a 6xHis-NahB, cuja massa

molecular tedrica é 29,5 kDa.
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Figura 20 — Perfil eletroforético da purificacdo peoteina 6xHis-NahB. SDS_PAGE 12% apéds
coloragdo com Comassie Blue das fraggoes eluidas palunas de purificagdo. P — Marcador de peso
molecular de proteina Fermentas; 1 — proteina apdsatografia por afinidade produzida pelo
protocolo otimizado; 2 — proteina ap6s cromatogrpfir exclusdo molecular produzida pelo protocolo
otimizado.
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Apés a purificacdo por afinidade da proteina 6xMEB, foi feita uma
purificagdo com coluna de dessalinizacdo, HiP&p® ao invés da dialise. Cerca de 15 mL
da proteina obtida na purificacdo por afinidadetespondente ao pico indicado pela seta na
Figura 19, foram imediatamente eluidos na colunaletsalinizacdo com tampao 50 mM
Tris—HCI pH 7,4, 50 mM NaCl. As fracbes proteicdsigdas da coluna HiPrep 26/10
correspondiam a cerca de 15 mL. Como o volume ntagiue pode ser aplicado na coluna de
exclusdo molecular Hiload 16/60 Superdex 200 énH,0) as amostras dessalinizadas foram
concentradas para este volume. Para tanto, fordirmadbds concentradores Vivaspin ao invés
de PEG 10.000, antes de serem aplicadas na colenaxcusdo molecular. O perfil
cromatografico obtido na exclusdo molecular daginat 6xHis-NahB esta representado na

Figura 21.
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Figura 21 - Perfil cromatografico de eluicdo daH@&NahB em coluna de exclusdo molecular
Hiload™ 16/60 Superdex 200. A proteina foi obtida pettiqgrolo otimizado na presenca de catecol.
A seta indica o pico correspondente a proteina $iihB.

Verifica-se que, com o protocolo otimizado de pigihuda enzima 6xHis-NahB
na presenca de catecol, o perfil cromatograficouflbtomogéneo, com 1 pico apenas, o qual
corresponde a uma proteina de aproximadamente kP@Bindicando que a 6xHis-NahB
apresenta-se na forma tetramérica em solucdo r(tedoico: 118 kDa). A quantidade de
proteina obtida foi de 25 mg, na concentracdo amiaka de 3,0 mg/mL.

Portanto, a producédo da enzima 6xHis-NahB peloopadd inicial na auséncia de

ligantes levou a producdo de uma amostra proteioa \Garios estados de oligomerizacao,
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consequentemente inviavel para estudos estrutéasicdo do catecol, mantendo todos os
outros parametros do protocolo inicial, promovemento da estabilidade proteica, como é
evidenciado pela comparacdo dos perfis cromategsafobtidos na exclusdo molecular na
auséncia e presenca do ligante (Figura 17 e Fig8yae pelos experimentos de DLS em
funcdo do tempo (item 5.1.5) e de CD (item 5.145)esar do aumento da estabilidade, a
adicéo de catecol néo foi suficiente para obtedgacristais.

Entretanto, a utilizacdo do protocolo otimizadopn@senca de ligante contribuiu
ainda mais para a estabilizacdo da proteina enafsi possivel cristaliza-la. Para avaliar a
contribuicéo do protocolo otimizado para a estahgéo proteica, a enzima foi produzida pelo
protocolo otimizado na auséncia de ligantes. Peldil pbtido na purificagdo por excluséo
molecular pelo protocolo otimizado na ausénciaigientes (linha continua na Figura 22) e
por analise de DLS em funcao do tempo (item 5.blagerva-se que a proteina ficou estavel,
homogénea e no estado tetramérico. Com esta amtastiaém foi possivel a cristalizacdo da
enzima. Dessa forma, as alteracfes nos procedimdatproducdo da proteina contribuiram

para a estabilizacdo da proteina e obtencéo daisris
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«+ses GxHis-NahB protocolo inicial
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Figura 22 - Comparacao dos perfis cromatogréafieosxatlusdo molecular obtidos para a 6xHis-NahB
pelos protocolos inicial e otimizado.
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5.1.5 Caracterizacado do estado oligomeérico e andida estabilidade proteica

Como forma de analisar a contribuicdo do catecolcatbenoxolona e dos
diferentes protocolos utilizados para lise e exgigesara a estabilizacdo da proteina 6xHis-
NahB foram conduzidos ensaios de espalhamento din&dha luz em funcédo do tempo. Os
ensaios foram realizados logo apos a obtencdo denarpor didlise ou por cromatografia

com coluna de dessalinizagao.

A proteina produzida pelo protocolo inicial semc¢adi de ligantes apresentou-se
em estado monodisperso somente até duas horasodap@so do experimento. Apds esse
periodo, foi observado um aumento no raio hidrodind das particulas, indicando
agregacao proteica (Figura 23). Além disso, foieolmda visualmente precipitacdo proteica
na amostra.

Volume (%)

Tempo(min)

Raio (r. nm)

Figura 23 - Distribuicdo de tamanho por massa emgdo do tempo para a proteina 6xHis-NahB
produzida pelo protocolo inicial sem ligantes.
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Com a adicédo de um ligante, catecol ou carbenoaplarenzima permaneceu no
estado monodisperso durante todo o periodo do iexgeto (5 horas). Os resultados sao
similares para ambos os ligantes, logo foram madesr&omente para um deles (Figura 24).
Além disso, ndo ocorreu precipitacdo na amostraligen feita pelo programa Malvern
Zetasizer v. 6.01 indicou que 99,9% da massa dataanera formada por moléculas com raio

hidrodinamico médio de 4,8 0,8 nm, massa molecular média de (%,30,2) x1G kDa

(tetramero) e indice de polidispersividade de ¥8,2/alores de polidispersividade inferiores
a 20% indicam proteinas favoraveis a cristalizaCiestado tetramérico da 6xHis NahB foi
confirmado, corroborando os dados de cromatogmdiaexcluséo molecular (item 5.1.4,
Figura 21) e dados da literatura (Patel & Gibs&74).

Volume (%)

Tempo[min)

Raio (r.nm)

Figura 24 - Distribuicdo de tamanho por massa emdo do tempo para a proteina 6xHis-NahB
produzida pelo protocolo inicial na presenca decut

Apesar do aumento da estabilidade da proteina cadicao de ligante, ndo houve
formacgdao de cristais. Dessa forma, diferentes pobds de lise e purificagéo foram utilizados.
Andlise da amostra obtida pelo protocolo otimizadgresenca de catecol ou carbenoxolona

indicou que a proteina ficou monodispersa por geriodo do ensaio (5 horas). Os graficos
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obtidos foram similares ao da Figura 24. Andliseafpelo programa Malvern Zetasizer v.
6.01 indicou que 100% da massa era formada porcolak com raio médio de 4;8 0,5

nm, massa molecular média de (14 0,1) x 16 kDa (tetrAmero) e indice de
polidispersividade de 10,1%. O mesmo foi observaai@a a amostra proteica obtida pelo

protocolo otimizado na auséncia de ligantes. Ptwtam alteracdo dos protocolos de lise e
purificacdo contribuiu para o aumento da estalikdaroteica e para a obtencéo de cristais.

5.1.6 Caracterizacdo da estrutura secundaria

As estruturas secundarias da proteina 6xHis-NaliBapelo protocolo inicial de
producdo da enzima, na auséncia e na presencaet®lcdoram caracterizadas através de
Dicroismo Circular. O espectro desnaturante, emayueentou-se a temperatura de 20 até
80°C, esta representado na Figura 25 para a pmofidis-NahB sem catecol. A amostra
analisada foi proveniente da exclusdo moleculagual foi diluida em KO para uma
concentracado final de 0,15 mg/ml de proteina emNb Tnis—HCI pH 7,4, 5 mM NaCl. O
gréfico foi plotado com a elipicidade molar (mdeef.cdmol*) em funcdo do comprimento de
onda (nm). Nao é possivel verificar a presencdeataentos caracteristicos déhélice, como
pico proximo do comprimento de onda de 192 nm esvaréximos de 208 nm e 222 nm.
Além disso, o aumento da temperatura ndo promovfevedca significativa no espectro,
indicando que a proteina j4 estava significativameatesenovelada antes do aumento da

temperatura.
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Figura 25 - Analise da proteina 6xHis-NahB por afemo circular em diferentes temperaturas. A
proteina foi obtida pelo protocolo inicial na ausérde catecol.

Apos a adicao do catecol, ainda com o protocoldahio espectro obtido no CD
ficou mais caracteristico de uma proteina com estisecundaria definida, como pode ser
observado na Figura 26. A amostra analisada foigmiente da exclusdo molecular, a qual
foi diluida em HO para uma concentracéo final de 0,25 mg/mL despiratem 5 mM Tris—
HCl pH 7,4, 5 mM NaCl.
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Figura 26 - Analise da proteina 6xHis-NahB por afemo circular em diferentes temperaturas. A
proteina foi obtida pelo protocolo inicial na pnese de catecol.

Pelo espectro desnaturante da Figura 26, veriieodeis vales préximos de 208
nm e 222 nm, 0s quais sao caracteristicasluéice.

Pela deconvolucdo dos dados, pode-se consideraa gueeina 6xHis-NahB na
presenca de catecol apresenta cerca de 608hééce, 10% de folh$, 10% de voltsf e
20% de estrutura desordenada (Figura 27). Desswfaferifica-se que adicdo do catecol foi
essencial para a proteina 6xHis-NahB manter suat@st.

B Hélice
" mAntiparalela

M Paralela

B Beta turn
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Figura 27 - Deconvolugéo dos dados do espectraglag=26 feito pelo programa CDNN2.1 para a
proteina 6xHis-NahB obtida pelo protocolo inicialpresenca de catecol.
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Na Figura 28, pode-se comparar 0s espectros obtitlcsando-se o protocolo

inicial na presenca e auséncia de ligante.
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Figura 28 - Analise da proteina 6xHis-NahB por afemo circular em diferentes temperaturas. A
proteina foi obtida pelo protocolo inicial na ausére presenca de catecol.

5.1.7 Ensaios de cristalizacao

Os ensaios de cristalizagcdo manuais utilizandoitssCkystal Screen e Crystal
Screen 2 com a proteina 6xHis-NahB obtida pelo protocaligial, o qual continha uso de
sonicador, dialise e PEG 10.000 para concentragdarateina, na presenca ou auséncia de
catecol ndo levaram a formacdo de cristais de ipateAlguns cristais obtidos foram

difratados, entretanto eram sais utilizados nadi¢das de cristalizacéo.

Nos ensaios de cristalizagdo utilizando o robé dOBRLAB (Laboratorio
Automatizado de Cristalizacdo de MacromoléculasPEM,Campinas, SP) com amostra da
proteina obtida a partir do protocolo otimizado,qual utilizou-se homogeneizador, coluna

de dessalinizagdo e Vivaspin, e na presenca deotate de carbenoxolona, foram obtidos
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cristais da 6xHis-NaB em 14 condicdes das 480dastaAlguns desses cristais sGo mostrados
na Figura 29. Os ensaios foram feitos com a pratékilis-NahB na presenca de catecol nas
concentracdes de 10, 20 e 30 mg/mL e na presencarblenoxolona, nas concentracfes de
10, 20 e 24 mg/mL. O catecol foi adicionado ao sohdante proveniente da centrifugacao do
lisado celular, na proporcdao de 60:1 em molaridadie, catecol para a enzima. A

carbenoxolona foi adicionada na cultura celulaadtg a expressdo para uma concentracao
final de 100 puM ao mesmo tempo em que o IPTG. @gacs foram obtidos nas duas

concentracdes mais altas, para a proteina conotatecarbenoxolona.

ApOs os ensaios com o robd, foi feito um ensaiauahutilizando placas de 24
pocos com algumas das condi¢cdes em que se obtiveistais no ROBOLAB. Os melhores
cristais foram obtidos nas condicdes 14 do Giystal Screen(0.2 M cloreto de calcio
dihidratado, 0.1 M HEPES sédio pH 7.5, 28% v/v giilknoglicol 400) e na condicdo 41 do
kit Crystal Screen(0.1 M HEPES sédio pH 7.5, 10% v/v isopropanol, 2Q4
polietilenoglicol 4.000). Esses cristais obtidosnogimente, mostrados na Figura 29, foram

submetidos a difracao de raios-X.

Figura 29 - Cristais da 6xHis-NahB obtidos nos &rssmicias utilizando robd de cristalizagéo (A)- F
e manuais (G e H). Condicao A: 0,2 M tartarato@#dapotassio, 20% (p/v) PEG 3350; Condicao B:
0,2 M acetato de sddio, 0,1 M bis tris propano psl 80% (p/v) PEG 3350; Condicao C: 0,18 M
citrato tri-amoémio, 20% (p/v) PEG 3350; Condi¢cdod24 M malonato di-sodico pH 7,00, 20% (p/v)
PEG 3350; Condigéo E:, 0,15 M DL-malonato di-s6di¢b 7,00, 20% (p/v) PEG 3350; Condicéo F:
2,0 M sulfato de litio, 8% 2-metil-2,4-pentanedi®|10 M imidazol pH 6,50; Condicdo G: 0,1 M
HEPES soédio pH 7,5, 10% v/v isopropanol, 20% pHiefienoglicol 4.000; Condicdo H: 0,2 M
cloreto de célcio dihidratado, 0,1 M HEPES sodio$ 28% v/v polietilenoglicol 400.
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A partir das 14 condi¢cdes que geraram cristais @BBLAB foi feito um
refinamento, variando-se, em pequena escala, oapEncentracdo do precipitante e a
concentracdo do sal. Foram definidas 168 novag&etu(ANEXO Il - Tabela 26), as quais
foram preparadas no ROBOLAB. Placas com 24 pocos @éstalizacdo foram preparadas
manualmente no LNLS. O refinamento utilizando-se 188 solucdes foi feito com a proteina
nas concentracdes de 10, 20 e 30 mg/mL, na predengatecol ou carbenoxolona. Para cada
concentracdo da enzima foram feitas preparacdesecesem a coenzima, NADEsta foi
adicionada 24 horas antes de preparar as placgsoparcao de 5:1 em molaridade de
coenzima para enzima. Os melhores cristais fordamstidos aos experimentos de difracéo

de raios-X.

A partir do refinamento em que foram preparada&6sssolucdes, observou-se
que os melhores cristais foram aqueles que cresaesa condicdes amplificadas da solucéo
14 do kit Crystal Screenas quais constituem 24 solugbes (ANEXO IIl), cpeguenas
diferencas na concentracdo do precipitante, naectragdo do sal e no pH do tampao.
Alguns dos cristais que cresceram nessas condeggiés na Figura 30. Todos 0s ensaios
seguintes foram feitos com essas 24 solucdes jpigEpelo robd de cristalizacdo do LNLS
e as placas com 24 pocos preparadas manualmehfdli® ou no Laboratorio de Biologia
Estrutural do ICB/UFMG.

Figura 30 - Cristais da 6xHis-NahB com carbenoxalon catecol obtidos no refinamento. Condicao
A: 0.1 M HEPES sodio pH 7.5, 24% v/v Polietileriogl 400, 0.2 M cloreto de cécio dihidratado;
Condicao B: 0.1 M HEPES sédio pH 7.2, 26% v/v &dénoglicol 400, 0.2 M cloreto de célcio
dihidratado; Condicao C: 0.1 M HEPES sédio pH 728% v/v Polietilenoglicol 400, 0.3 M cloreto
de célcio dihidratado.
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Os ensaios de cristalizacdo que foram realizadas ap determinacdo das
melhores condi¢des para o crescimento de crista@xHis-NahB tinham o objetivo de obter
um conjunto de dados com resolugdo maior e obtenzima ligada com NADe com
compostos similares ao seu substrato ou ao sewtprddm dos conjuntos de dados com a

mais alta resolucéo foi obtido a partir da difradaccristal mostrado na Figura 31.

Figura 31 — Cristal da 6xHis-NahB com o qual faidesoakingem solugéo crioprotetora com NAD
10 mM por 1 min. Condicdo: 0.1 M HEPES sédio pH, 73% v/v Polietilenoglicol 400, 0.2 M
cloreto de cécio dihidratado.

Na tentativa de se obter um cristal da 6xHis-NabBiglexada com NAD a
coenzima foi adicionada no momento de preparaneaptie 24 pocos, ou 24 horas antes do
preparo ou antes da purificagio por exclusdo misled®ara o preparo das placas, o NAD
foi adicionado na proporcdo de 5:1 em molaridaddedpara enzima e na cromatografia a
proporcao foi de 1,5:1,0 em molaridade de coenpamna proteina. Também, foi feito soaking

em uma soluc&o crioprotetora com 10 mM NAmr 1 a 30 min.

Além disso, foram realizados testes de cocristgdiaae desoaking com
compostos analogos ao substrato natural da enzimaora seu produto: 2,3-
dihidroxinaftaleno; 1,2-dihidro-2-4cido carboxiliamafataleno; 2,3-dihidroxi-bifenil e 1,2-
dihidroxinaftaleno (produto da NahB). Estes foratiizados em diferentes concentracdes
entre 5 mM e 20 mM para cocristalizacdosmaking Essas sdo as concentracdes finais dos
compostos na gota de cristalizacdo ou na gotarotietpra em que o cristal foi imerso. Tanto
na cocristalizacdo como sowaking foram utilizados somente os compostos citadoaaou

esses compostos associados com NAD
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Em todas as tentativas de cocristalizacasa@akingcom os diversos compostos
utilizados foram obtidos cristais e os melhoresfoutilizados em experimentos de difragao

de raios-X.
5.1.8 Coleta, analise de dados de difracdo e resgdio da estrutura

Os cristais da proteina 6xHis-NahB obtidos nos iessde cristalizagdo foram
submetidos a difracdo de raios-X nas linhas DO3BIMXWV01B-MX2 do LNLS para coleta
dos dados e determinacéo da estrutura tridimerisiona

Os cristais obtidos nos primeiros testes manué@sfeom algumas das condi¢des
em que se obtiveram cristais no ROBOLAB foram thitias na linha DO3B-MX1. Os cristais
obtidos na condi¢do 41 do Kirystal Screer(painel G, Figura 29) com carbenoxolona ou
catecol ndo difrataram. J& os cristais obtidosomaicdo 14 do kiCrystal Screema presenca
de carbenoxolona ou catecol difrataram até 2,2ErA.Cristalografia, o termo “resolucdo”
pode ser definido objetivamente em termos da misés feequéncia espacial incluida no
calculo da série de Fourier que representa a dmesidletronica& que equivale ao fator de
estrutura ou a intensidade que tem os maioresemdkl). A resolucdo dos dados € dada pela
distancia minima (em A) correspondente ao conj(mitt) maximo. N&o é possivel calcular a
partir de qual (hkl) se deve desprezar as reflex@ste ponto é determinado com base em
critérios estatisticos. Entre os conjuntos de daddstados, o melhor foi aquele obtido do
cristal presente no painel H, Figura 29, o qualpfoiduzido na presenca de carbenoxolona e
difratou até 2,21 A de resolucdo. Os dados estatsstla difracdo estdo presentes na Tabela
14.

O calculo do coeficiente de Matthews para a pratérHis-NahB sugere a
presenca de uma molécula de proteina na unidaiieéassa (Vm = 2.20 ADa) com 44,2%
do conteudo de solvente. A Substituicio Moleculair féita utilizando-se o programa
AutoMR presente no pacoRHENIXusando a estrutura da Bphis (PDB ID 2Y93) como
modelo de fase. Foi obtida uma Unica solucdo, co@ida da funcdo de translacdo
(Translational Function Z TFZ) foi 17,3. O TFZ indica a relacdo sinal-ida solucao
obtida, cujos valores sdo acima de oito quando¢g8ehlisdo encontradas. O valorldg-
likelihood gain(LLG), que indica o quao melhor é a solucdo emaolat comparada a um

modelo aleatério de &tomos, foi de 240. O valorLH& para solu¢cdes bem sucedidas €
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positivo e deve ser o mais alto possivel. O modeloconstruido automaticamente
utilizando-se esta solucdo e a sequéncia correpacd@ina recombinante 6xHis-NahB com o
programa AutoBuild dd®HENIX Apos a construcdo do modelo os valores ggcR Riee
foram 20,5% e 23,4%, respectivamente, e o coefieida correlacéo foi de 84%. O modelo
obtido foi refinado manualmente utilizando o progeaCoot e automaticamente com o
programa phenix_refine. No refinamento da estryttaa posicdes dos atomos sao
modificadas para que o modelo atdémico inicial geg@mmais e mais com a nova proteina, até
que ele reflita 0 melhor possivel os dados expeariai® que foram medidos. Apos varios
ciclos de refinamento os valores finais dg/Re R foram 18,7% e 22,9%. Os valores do

refinamento estédo presentes na Tabela 14.
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Tabela 14 - Estatisticas dos dados de difracéorefi@mento dos cristais de 6xHis-NahB obtido nos
ensaios iniciais. Os valores estatisticos paraiaad de mais baixa e mais alta resolucao estéie ent

parénteses.

6xHis-NahB a 2,21 A

Comprimento de onda (A)
Temperatura (K)

Distancia cristal-detector (mm)
Rotacdo por imagem )
Rotacao Total 0)

Grupo espacial

Parametros da célula unitaria (A)

Faixa de resolucéo (A)

No. de observacdes

No. de reflexdes Unicas
Completeza dos dados (%)
(Ve (1))

Multiplicidade

Rmerge*

Mosaicidade média

#
R'work

R'free#

Grafico de Ramachandran
Favoraveis (%)

Grafico de Ramachandran
Outliers

1,608
100
90
1,0
200
1222

a=63,7,b=69,5,c=117,5

50,00 — 2,21 (50,00 — 4,76/2,29 — 2,21)
101.800 (10.352/6.907)

13.162 (1.399/1.114)

98.3 (97,4/85.2)

19,1 (34,0/3,3)

7,7 (17,416,2)

0,090 (0.046/0.418)

0,92

18,7

22,9

95,9

1,4

: Rmerge = Zni 2i | li(hkl) - A(hkl) ) |/ Zna 25 1i(hkl), onde (hkl) € a I intensidade medida da reflexdo
hkl e ((hkl)) é a sua médid. Ruork = Zhit |Fobd - |Fead / Zhit |[Fobd: Riree € 0 Valor de Ry calculado
para 5% do conjunto de dados néo inclusos no refieato.

Apo6s o estabelecimento das melhores condi¢des garsstalizacdo da 6xHis-
NahB, varios ensaios de cristalizacdo e coletaadeginas linhas D0O3B-MX1 e W01B-MX2

foram realizados para tentar se obter um conjuatdatlos com maior resolucdo e para obter

a proteina complexada com NADu analogos do seu substrato ou seu produto. Teglos
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conjuntos de dados obtidos foram processados etagueas resolvidas por Substituicdo
Molecular. Os dados estatiscos de todos os cosjprticessados estdo no Anexo |, Tabela
24,

Um dos conjuntos de dados com a mais alta resoli¢éé A) foi proveniente da
difracdo de raios-X de um cristal que se formowoadicdo 0.1 M HEPES sddio pH 7,8,
26% v/v polietilenoglicol 400, 0,2 M cloreto de @adihidratado e com o qual foi feito
soaking em solugdo crioprotetora com NALLO mM por 1 min (Figura 31). Os dados
estatisticos para este conjunto estdo na Tabetaub®a imagem de difracdo na Figura 32. Na
Substituicdo Molecular utilizando a estrutura ddaBygsss (PDB ID 2Y93) como modelo de
fase foi obtida uma solugdo com TFZ de 17,2 e lde®42. Apds a construgdo do modelo
os valores de R € Rree foram 20,5 % e 22,7 %, respectivamente, e o deefie de
correlacéo foi 82%. ApOs varios ciclos de refinatoens valores finais de,Rk € Rree fOoram
17,9% e 22,1%. Os valores do refinamento esta@ptres na Tabela 15.
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Tabela 15 - Estatisticas dos dados de difracdo mefdemento dos cristais de
6xHis-NahB obtido apds refinamento. Os valorestissiizos para as faixas de mais baixa e

mais alta resolucéo estdo entre parénteses.

6xHis-NahB a 1,64 A

Comprimento de onda (A)
Temperatura (K)

Distancia cristal-detector (mm)

Rotacdo por imagem )
Rotacao Total 0)
Grupo espacial

Parametros da célula unitaria (A)

Faixa de resolucéo (A)

No. de observacdes

No. de reflexdes Unicas
Completeza dos dados (%)
(Ve (1))

Multiplicidade

Rmerge*

Mosaicidade média

#
R'work

#
R “free

Grafico de Ramachandran
Favoraveis (%)

Grafico de Ramachandran
Outliers

1,459
100

85

0,5

270

1222

a=63,0,b=693,c=117,6

50,00 — 1,64 (50,00 — 4,04/1,68 — 1,64)
305.079 (22.371/6.881)

31.120 (2.215/1.464)

97,2 (97,2/69,9)

24,2 (27,9/3,0)

9,8 (10,1/4,7)

0,088 (0,066/0,345)

0,93

17,9

221

96,9

0,0

: Rmerge = Zni 2i | li(hkl) - A(hkl) ) |/ Zna 25 1i(hkl), onde i(hkl) € a I intensidade medida da reflexdo
hkl e ((hkl)) é a sua médid. Ruork = Zhit |Fobd - [Fead / Zhit |[Fobd: Riree € 0 Valor de Ry calculado
para 5% do conjunto de dados néo inclusos no refieato.
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Figura 32 - Imagem de difracdo de um cristal ddeima 6xHis-NahB. Os dados de difracdo foram
coletados a 1,64 A.

Apbs a obtencdo e refinamento da estrutura a 1,6dsfa foi utilizada como
modelo de fase para a Substituicdo Molecular do®®@onjuntos. Para alguns conjuntos de
dados, como para os citados na Tabela 14 e ndaT&be para outro obtido até 1,59 A de
resolucdo foram conduzidos varios ciclos de refgr@m enquanto para outros, foram

realizados apenas um.

Os conjuntos de dados obtidos a partir de coddago ousoakingcom NAD',
similares do substrato da enzima ou seu produtbapgesentaram densidades eletrénicas que
fossem caracteristicas dessas substancias. Alésn, disio foram observadas densidades

eletrbnicas caracteristicas do catecol ou carbéooao
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5.1.9 Andlise da estrutura tridimensional

Na estrutura da 6xHis-NahB a 2,21 A foram iderniifics 226 residuos de
aminoacidos, comecando no quarto residuo de andttoda sequéncia nativa da enzima e
indo até o 258°. N&o foi visualizada densidade@leta da cauda de seis histidinas. Além
disso, h4 uma regido no meio da estrutura em gqoies@@bserva densidade eletrénica — do
residuo de aminoacido 187 ao 215. Dessa formahad@ensidade eletrénica para 33 residuos

de aminoacidos na estrutura.

Na estrutura da 6xHis-NahB a 1,64 A foram iderdifies 231 residuos de
aminoacidos. Esta comeca no terceiro residuo decdétido da sequéncia nativa da enzima e
vai até o 259°. Também, ndo estava presente adddestletrénica da cauda de seis histidinas
e nem na regido entre os residuos de aminoacidbs 284. Logo, ndo foram identificados
28 residuos de aminoacidos na estrutura. Foi ftada densidade eletrénica correspondente
a um atomo de célcio, um polietilenoglicol e sditeroglicois. Foi feitosoakingcom o
cristal em solugdo com NADLO mM por 1 min, entretanto n&o foi visualizadasidade
eletrénica correspondente a coenzima. A analisesttaitura serd apresentada com base na
estrutura obtida a 1,64 A.

A enzima 6xHis-NahB apresentou caracteristicass ncanservadas entre as
enzimas da familia SDRssHort-chain dehydrogenases/reductgseentre elas o
enovelamento formado por uma folpaentral flanqueada por 2 axghélices de cada lado, o
qual é conhecido como o classico motivo de Rosstealigacdo de nucleotideo. A 6xHis-
NahB é formada por uma folha beta central condtityior sete fitag-e por noveu-hélices,
sendo que sao 3 hélices de cada lado flanquedintttacbeta (Figura 33). O motivo Rossman
de ligacdo de nucleotideos, de acordo com ané&liserfo servidor Superfamily 1.#50 qual
faz a classificacdo da familia de acordo com a &wrja de residuos de aminoacidos, €

constituido pelos residuos de aminoacidos numerdeldsa 256.

19 http://supfam.org/SUPERFAMILY/
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N-terminal

C-terminal

Figura 33 - Estrutura tridimensional da enzima i8xNahB em que se observa o classico motivo
Rossman de ligacdo de nucleotideo, caracterizadorpa folha beta central flanqueada por 3 hélices
de ambos os lados. As estruturas secundariasgifa fé-terminal e C-terminal estao caracterizadas.

Na regido entre os residuos de aminoacidos 186 eveificou-se que ndo ha
densidade eletrbnica. Dessa forma, para analisenparacdo dessa regido proteica com
outras enzimas da mesma familia que possuem atueatrridimensional resolvida, foi
utilizada a enzima bifenil desidrogenase (Bphf) de Pandoraea pnomenug®hindwal, et
al., 2011). Antes da andlise das estruturas tridgmeais, foi feito um alinhamento das

estruturas primarias para verificacdo dos residdeasninoacidos conservados (Figura 34).
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CLUSTAL 0{1.2.1) multiple sequence alignment

6xHis-NahB>
BphB:>
3ZV4:EB|PDBID|CHAIM|SEQUENCE

6xHis-MahB>
BphB>
37V4:B|PDBID | CHAIN|SEQUENCE

fxHis-NahB»
BphB:>
3ZV4:B|PDBID | CHAIM|SEQUENCE

6xHis-MahB>
BphB>
3Zv4:B|PDBID|CHAIN|SEQUENCE

BxHis-NahB»
BphB>
3ZV4:B|PDBID | CHAIM|SEQUENCE

MGHHHHHHEML Y FQGHMGHOQOWY S ITGAGSGIGLELVRSFKLAGYCVSALVRNEEQEALL
——————————————— MELTGEVALITGGASGLGRALVDRFVAEGARVAVLDESAERLREL
——————————————— MELTGEVALITGGASGLGRALVDRFVAEGARVAVLDESAERLREL

s kg e e % & P * %

CHEFKDALEIVVGDVRDHATHEK LIKQTIDRFGHLDCF TANAGIWDYMLNIE - EPWEKIS
EVAHGGNAYOVVGEDVRSLOQDQKRAAERCLAAFGKIDTLIPNAGIWDYSTALADLPEDKID
EUAHGGNAUGUVGDVRSLQDQKRAAERCLHAFGKIDTLIPNAGIUDYSTALHDLPEDKID

EEkkdk . . FE, ok oF kkEkEEZE . k. EE

SSFDEIFDINVESYFSGISAALPELKKTNGSVVMTASYSSHAVGEEGESCY TASKHAY LGM
AAFDDIFHVNVEGYIHAVEACLPALVSSRGSVVFTISMAGFYPNGGGP LY TATKHAVYGL
AAFDDIFHYNVEGY IHAVEACLPALVYSSRGSVVFTISHAGFYPNGGGP LY TATKHANYGL

«nEE L ER JEEE k. . ok kk & . EEEFE.R OE . Edkk k Faokkokk aEa

VEALAYELAPEIRVNAVSPGGTYTSLCGPASAGFDEMHMEDMPGIDDMIKGLTPLGFAAK
WVROQMAFELAPHVRVNGVAPGGMNTDLRGPS5LGLSEQSISSVP - LADMLESYLP IGRMPA
VRQHAFELAPHVRVNGUAPGGHNTDLRGPSSLGLSEQSISSUP LHDWLKSULPIGRHPH

* -"\- Fkk ||F L L1 = =% |F ® %, N . v . n Fak

PEDVVAPYLLLASRKQGEFITGTWVISIDGGMALGRE - - == === - m e e
LEEYTGAYVFFATRGDSLPATGALLNYDGGMGVRGF LTAAGGADLPEKLNINREGQE
LEEYTGAYVFFHTRGDSLPATG&LLNYDGGHGURGFLTHAGG&DLPERLNINREGQE

& FaowwFEak Iﬁ " dkEE .

Figura 34 - Alinamento feito pelo programa Clustalégja da NahB de. putidaG7 (P23262) com a
enzima bifenil desidrogenase (Bptd3s) de Pandoraea pnomenus&epresentacao dos aminoacidos
conservados: * residuos idénticos; : substituigdeservadas; . substituicdes semi-conservadas.

Pela sobreposicao da estrutura tridimensional da-BEhB com a da BphBsss
(PDB 3zV4)verifica-se que esta também ndo apresenta densatiztd@nica entre os residuos
de aminoacidos 186 e 215 (Figura 35). Esta regidiena ser formada por uloop flexivel

gue se ajustaria para interagdo com o substrato.

A presenca desdeop flexivel poderia contribuir para explicar a presede 20%
de estrutura desordenada que foi identificada rpsramentos de Dicroismo Circular para a
proteina 6xHis-NahB (item 5.1.6).
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Figura 35 — Estrutura da 6xHis-NahB (roxo) sobresp@ apoenzima daphBsg.3s56 (Ciano) (PDB
3ZV4). No modelo 3D da 6xHis-NahB nao foi observaitnsidade eletrénica do residuo de
aminoéacido Vall86 até o Leu215, que estdo repradesit Na apoenzima @phBg 356 também
nao foi observada densidade eletrbnica na regi&espondente.

A enzima BphB_ss¢ teve sua estrutura resolvida tanto na forma ammtguna
forma complexada com ligantes. Assim, também fdiitas as sobreposi¢cfes da estrutura da
6xHis-NahB com as estruturas da Bphg complexada. Com a sobreposicdo da 6xHis-
NahB com a BphBsss complexada com NAD(PDB 2Y99), observa-se a presenca de um
loop em parte da regido em que ndo se observava ddegtronica (Figura 36).
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Figura 36 — Estrutura da 6xHis-NahB (roxo) sobrespaBphBs.ass complexada com NAD
(verde) (PDB 2Y99). No modelo 3D da 6xHis-NahB néo foi alada densidade eletronica do
residuo de aminoacido Vall86 até o Leu215, queoest@gresentados. NBphBg.356 complexada
com NAD' foi observada densidade eletronica na regido qmnetente. A seta indica parte do loop
daBphBs_356 que se estabilizou devido a interacdo com o NADyual esta representado em azul

Além disso, quando ha a ligacdo do NA® do produto da enzima, no caso da
BphBg_3s6, 0 2,3-dihidroxibifenil, observam-se todos os aréridos da regido que ndo sao

vistos na apoenzima (Figura 37).
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Figura 37 - Estrutura da 6xHis-NahB (roxo) sobresp@BphBs_356 (amarelo) complexada com
NAD" (azul) e 2,3-dihidroxibifenil (azul) (PDB 3ZV5No modelo 3D da 6xHis-NahB néo foi
observada densidade eletronica do residuo de acnileo¥(al186 até o Leu215. O NARR o produto
da enzimaBphBg_356 estdo em azul. A seta indica o loopBlahBg_356 que ficou estavel devido a
interagcdo com NADe o 2,3-dihidroxibifenil.

Portanto, a regido entre os aminoacidos 186 e axHis-NahB provavelmente
corresponde a uoop flexivel que, se ajustaria para a ligacdo da coema do substrato. A

sobreposicao da 6xHis-NahB com as trés formas tBBss estd representada na Figura 38.
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Figura 38 - Estrutura da 6xHis-NahB (roxo) sobresp@ apoenzima d3phBg_3s6 (Ciano) (PDB
3ZV4); & BphBs.3s6 complexada com NAD(azul) (PDB 2Y99) e & BphRsss complexada
com NAD' e 2,3-dihidroxibifenil(amarelo) (PDB 3ZV5). A seta indica o loop flexiw

BphBg_3s6.

Dessa forma, foram feitos varios testes de cotidat@io esoakingutilizando

NAD™ com substratos analogos, NABom o produto da enzima, NABozinho, substratos
analogos sozinhos e produto sozinho, em diferezdasentracdes e tempo. Entretanto, em
todas as 15 estruturas analisadas nédo foi verdickhsidade eletronica correspondente ao
NAD®, nem aos analogos do subtrato, nem ao produteneaneloop flexivel. A busca por
essas densidades foi feita inspecionando individesale cada um dos conjuntos de dados por
sobreposicdo da 6xHis-NahB com a Bphg complexada. A auséncia de densidade
eletrdnica na regido correspondente ao loop fléxiveaos diferentes ligantes utilizados
indica que, provavelmente, estes ndo interagiram edta afinidade com a enzima e,

consequentemente o loop permaneceu flexivel.
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5.2 SALICILATO HIDROXILASE
5.2.1 Amplificacao e clonagem

Os iniciadores para clonagem do gemehG foram construidos conforme sua
sequéncia nucleotidica depositada no banco de dhlaosicleotideos do NCBI (numero de
acesso: AB237655) e de acordo com o sitio multiglalonagem do vetor de expressdo em
procariotos, pET-28a-TEV (Carneiro, et al., 20005 fragmentos amplificados do gene
nahG, que possui 1.305 nucleotideos, foram analisadogednde agarose (Figura 39). As
bandas obtidas dos amplicons estdo proximas daalzadtdo de 1.500 pb, portanto dentro

do valor esperado.

1500 pb —»
1000 pb—»
750 pb —»

500 pb —*

<«— nahG 1305 nucleotideos

250 pb —»

Figura 39 - Amplificacdo do geneahG Gel de agarose 1% corado com SYBERife. P - Padrdo
O'GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder; 1 a 3 - inseratnGpurificado.

A anélise em gel de agarose da Pd&Rcolonia de alguns dos clones obtidos na
ligacdo do gen@mahG com pGEM-T esta na Figura 40. Todos os clones pGHVhahG
analisados foram positivos pois houve amplificad&ofragmentos proximos a 1.300 pb.

Quando digeridos comidel e EcoR| liberaram inserto de aproximadamente 1.300 pb.
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1500 pb —»

1000 pb _,
750 pb —»
500 pb —*

nahG 13056 nucleotideos

250 pb —»

Figura 40 - PCR de colénia pGEMABhG Gel de agarose 1% corado com SYBEfe. P- Padrdo
O'GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder; 1 a 7- Clones posgido pGEM-T-nahG

5.2.2 Subclonagem em vetor de expressao

Uma construcéo plasmidial do pGEMAR&hG que foi denominada pGEM-iahG
Al, foi digerida com as enzimas de restriditel e EcoRI O inserto liberado foi subclonado
no vetor de expressao pET-28a-TEV. As P@R<olonia para verificacdo da subclonagem
foram analisadas em gel de agarose. Os vetoresmbatantes pET28a-TEV-NahG
analisados foram positivos. Para cada clone podeisgalizar uma Unica banda de

amplificagdo proxima ao tamanho do gene, 1.305-mu(a 41).

1500 pb —»
1000 pb
750 pb

500 pb

— . nahG 1305 nuclectideos
— D P GED S == euw o
— ,

- -

250 pb —»

Figura 41 - PCR de colbnia pET28a-TEV-NahG. Gehdarose 1% corado com SYBER® Safe. P-
Padrdo O'GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder; 1 a 7- Clgrussitivos do pET28a-TEV-NahG.

O clone denominado pET28a-TEV-NahG-Al, cujo inseftd proveniente do
pGEM-ThahGAl, foi sequenciado e apresentou uma mutacdo rowedia por trés
sequenciamentos, a qual levou & mudanca de amilp@spartato para glicina. Logo, outros
clones do pGEM-TrahG foram sequenciados. O clone pGEMiaRG-A2 apresentou uma
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mutacdo, a qual ndo causou a mudanca de amino&idoo clone, pGEM-ThahGB2,
também foi sequenciado e ndo apresentou mutac&sab@ma, o clone pGEM-{TahGB2

foi utilizado para subclonagem no vetor de expres€fclone utilizado para expressao da
proteina recombinante foi o pET28a-TEV-NahG-Alpduserto foi proveniente do pGEM-
T-nahGB2. O vetor de expressao foi sequenciado na redpdgene NahG e a sequéncia
deste esta correta.

5.2.3 Expresséao e purificacédo

A proteina recombinante 6xHis-NahG foi expressacélalas deEscherichia coli
Rosetta" (DE3) a 18°C por 16 horas com 0,05 mM de IPTG. Coesnltados anteriores
sugeriam a utilizacdo de um protocolo otimizad@maexpressao da enzima 6xHis-NahB, o
mesmo foi utilizado para a 6xHis-NahG. Na Figuraob®erva-se o perfil cromatografico de
uma purificacdo por afinidade com coluna HisTtapiP 5 mL, na qual foram aplicados 30

mLs do sobrenadante do lisado celular, proveniedgasn litro de cultura.

3000 100

(o]
w
o
o
——

80

2000
60

1500 -

40
1000

500 - | 20
o —_ 0

0 20 40 60 80 100 120

Volume de Elui¢do Ve (mL)

Absorvancia a 280 nm (mAu)
Tampao de eluigdo (%)

Figura 42 - Perfil cromatogréfico de eluicdo da BxNahG em coluna de afinidade HisTrapP 5
mL. Foi aplicado fracdo proveniente de um litro ddtura da proteina. A seta indica o pico
correspondente a proteina 6xHis-NahG.

Amostras da proteina purificada foram analisadasSps-PAGE. Na Figura 43,
a seta indica uma banda proximo a 45 kDa corregpitada 6xHis-NahG, cuja massa
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molecular tedrica é 46,9 kDa mais 2 kDa adiciongukde vetor (cauda de seis histidinas e

sitio de clivagem da TEV), resultando em uma pnatelie 48,9 kDa.

kDa
116,0 —»
66,2 —*

0 R o ans
35,0 —

25,0 —*

18,4 — B

Figura 43 - Andlise em gel SDS-PAGE 12% da protéiiiis-NahG purificada por cromatografia de
afinidade. P — Marcador de peso molecular de pr@tEérmentas; 1 a 8 — Fra¢fes da purificacdo por
afinidade da 6xHis-NahG.

A partir de um litro de cultura, obteve-se 40 mgpieteina, na concentracao
aproximada de 3,0 mg/mL. Apds a purificacdo ponidéide, foi feita uma purificagdo com
coluna de dessalinizacdo, HiPrep 26/10 equilibcasa tampédo 50 mM Tris—HCI pH 7,4, 50
mM NaCl. As fracbes proteicas eluidas da colunaréfiP26/10 correspondiam a
aproximadamente 15 mL, as quais foram concentngiilesando-se Vivaspin, antes de serem
aplicadas na coluna de exclusdo molecular. O perfimatografico obtido na excluséo
molecular da proteina 6xHis-NahG esta represemniadeigura 44 e a analise por SDS-PAGE
das fracbes proteicas na Figura 45. Nesta Ultimaseta indica uma banda de

aproximadamente 45 kDa correspondente a 6xHis-NahG.
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Figura 44 - Perfil cromatografico de eluicdo da B&NahG em coluna de exclusdo molecular
Hiload™ 16/60 Superdex 200. A seta indica o pico corresgpte a proteina 6xHis-NahG.

kDa P X 1 2 3 4 5 6
116,0 —»
66,2 —>

450~ F R G | i NahG

350 —*

25,0 |

184 —> — |

Figura 45 - Anélise em gel SDS—-PAGE 12% da protéitéis-NahG purificada por cromatografia de
exclusdo molecular. P — Marcador de peso moledelgroteina Fermentas; X — Amostra proveniente
da cromatografia com coluna de dessalinizacao6 + diferentes fragdes obtidas na purificacdo por
exclusédo molecular.

Observa-se que o perfil obtido na exclusdo molecp#aa a 6xHis-NahG foi
homogéneo. A enzima foi eluida aos 90 mLs de cariedrrespondendo a uma proteina de
aproximadamente 49 kDa. Logo, a 6xHis-NahG aptesese monomérica em solucéo. Esse
estado monomeérico da proteina estda de acordo calosdde purificacdo por excluséo
molecular presentes na literatura (Yen al, 1990b). ApoOs purificagdo por exclusédo
molecular obteve-se 20 mg de proteina na concé&uatidg aproximadamente 3,0 mg/mL.
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A proteina 6xHis-NahG foi purificada inicialmenta auséncia de acido salicilico.
N&o se obteve cristais com a proteina purificadalggntes. Logo, o substrato da enzima foi
adicionado no tampao de lise, na proporcdo de apamdamente 180:1de substrato para
enzima. Apoés a adicdo do composto no tampéao deoligkl foi reajustado para 7,4. Os perfis
observados nas cromatografias de afinidade e é&alu®lecular foram similares ao da

enzima sem acido salicilico.

A proteina 6xHis-NahG obtida ap0s a cromatografiemc coluna de
dessalinizacadoi clivada com a protease TEV. Apés a remocaoalala de histidinas, foi
feita outra cromatografia de afinidade para re@rg@rotease recombinante da solucéo, a qual
apresenta cauda de seis histidinas. Os primeiaisqmios testados para clivagem da cauda
de histidinas com a protease TEV nao foram eficadessa forma optou-se em realizar os
ensaios de cristalizagdo com a NahG com caudadtidihas. ApOs a utilizacdo de outros
protocolos, nos quais se variou o tempo de incuhagatemperatura de clivagem e a
conncentracdo de TEV, conseguiu-se estabelecerrotocplo eficiente para a clivagem da
cauda de histidinas da enzima NahG. Como a esrutarenzima 6xHis-NahG ja estava

sendo resolvida, a GH-NahG s6 foi utilizada pastets de cinética.
5.2.4 Caracterizacdo do estado monomeérico

A proteina 6xHis-NahG obtida pelo protocolo otingdaafoi caracterizada por
ensaios de DLS. A amostra utilizada foi provenietdaepurificagdo por afinidade, a qual foi
diluida em HO para uma concentragao entre 1,0 e 1,5 mg/mLa@gsdforam representados

em um grafico de distribuicdo de tamanho por méSgarra 46).

A analise feita com a ajuda do programa Malverragieer v. 6.01 indicou que
100,0% da massa da amostra corresponde a umanpratah raio hidrodinamico médio de
3,1 £ 0,3 e massa molecular de 495 kDa. Portanto, a proteina esta no estado momngnér
em solucéo, como verificado na cromatografia déus&o molecular (item 5.2.1, Figura 44) e
na literatura (You, et al., 1990). A polidisperdiatle da solugéo proteica foi de 10,3%, o que
caracteriza uma amostra monodispersa e adequadansaios estruturais.
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Figura 46 - Distribuicdo de tamanho por massa pgmateina 6xHis-NahG.

5.2.5 Ensaios de cristalizacao

Nos ensaios de cristalizacdo manuais da proteikis@%ahG, obtida a partir do
protocolo otimizado, utilizando os kitrystal Screen e Crystal Screenc@m e sem &acido
salicilico ndo foram obtidos cristais. O acido @ltio foi adicionado no tampéo de lise na
proporcdo de aproximadamente 180:1 de substrata pazima. Foram testadas as

concentracdes proteicas de 5, 10 e 30 mg/mL.

Nos ensaios realizados no ROBOLAB, foram testa@@ssélucdes diferentes com a
proteina sem substrato nas concentracdes de 1€,4P0mg/mL, mas também, ndo foram
obtidos cristais. Cristais da 6xHis-NahG foram a@dsi somente na presenca do seu substrato
natural, o acido salicilico, quando as concentraglie9, 23 e 34 mg/mL de proteina foram
utilizadas. Das 480 solucdes testadas, obtiveraonistais em apenas duas: 1,5 M sulfato de
amonio, 0,1 M Tris pH 8.5, 12% v/v Glicerol do Kitystal Screere 1,8 Mfosfato de sodio
monobasico monohidratado, fosfato de potassio bl 6,9do kit SaltRx (Figura 47). Na
primeira condi¢cao foram obtidos cristais com agir@ nas concentracdes de 23 e 34 mg/mL

e na segunda somente com a proteina na concentl@@omg/mL.
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Figura 47 - Cristais da 6x-His NahG na presencaaigo salicilico obtidos no ROBOLAB. A e C:
exposicdo a luz visivel; B e D: exposicao a luzvidteta. Condi¢do A/B: 1,8 M fosfato de sodio
monobéasico monohidratado, fosfato de potassio idibgsH 6,9; Condicdo C/D: 1,5 M sulfato de
amonio, 0,1 M Tris pH 8.5, 12% v/v glicerol.

Os cristais obtidos ainda ndo estavam adequadifsaéded, pois eram irregulares ou
policristais. A partir dessas duas solucdes foofem refinamento com 72 solugbes (ANEXO
IV - Tabela 27), as quais foram preparadas no ROB®E as placas com 24 pocos feitas
manualmente no LNLS. Como os cristais da 6xHis-NattGram obtidos apos a adicdo do
acido salicilico durante a lise, os ensaios denaefiento das condi¢fes de difracdo foram
feitos somente com a proteina na presenca do sbstraiw. Foram utilizadas as
concentracdes de 45 e 90 mg/mL, na presenca eciusiEncofator da enzima, NADH. Este
foi acrescentado 24 h antes da realizacdo do emeetd, a uma proporcao de 10:1 em
molaridade de NADH para 6xHis-NahG. Obtiveram-sestais somente na maior
concentracdo da proteina e na presenca de NADHnéllsores cristais foram obtidos das
condicbes amplificadas da condicdo 1,5 M sulfat@aé@nio, 0,1 M Tris pH 8.5, 12% v/v
glicerol do kitCrystal ScreenAlguns dos cristais obtidos estdo na Figura@s8 melhores
cristais foram utilizados em experimentos de d#&cagle raios-X. Como nao foi possivel
resolver a estrutura por Substituicdo Molecularufidizado o Método dos Atomos Pesados.
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Para a derivatizacao foi utilizada a técnicasdakingcom solucdo de iodeto de sodio, a qual

foi acrescentada na solucéo crioprotetora paraammeentracdo final de 1,0 M. O tempo em

que o cristal ficou imerso na solucéo crioprotetmsm iodo foi de 30 seg. Foram coletados

conjuntos de dados para a proteina nativa e dexiv@dconjunto de dados para a proteina
derivada apresentou resolugcdo muito baixa, proweeaie devido ao acréscimo da solucéo de
iodeto de sodio a 1,0 M que poderia ter alteradstiutura do cristal.

-

Figura 48 - Critais da 6x-His NahG na presencadi#oésalicilico e NADH obtidos no refinamento.
Condicéo A: 0.1 M Tris pH 9.0, 1.26 M sulfato deémio, 20% v/v glicerol; Condicao B: 0.1 M Tris
pH 8,5; 1,26 M sulfato de amdnio, 20% v/v glicerol

ApoOs o estabelecimento das melhores condicfescpatalizacdo da 6xHis-NahG, as
quais foram 24 solu¢des (ANEXO 1V) derivadas dadeggo 1,5 M sulfato de amonio, 0,1 M
Tris pH 8.5, 12% v/v glicerol, todos os ensaiosug@gs foram feitos com essas condi¢fes e
com a proteina na concentracdo de 90 mg/mL. Oip&ahobjetivo dos ensaios seguintes era
o de obter um cristal no qual houvesse a inseredamos pesados. Além disso, visava-se 0
crescimento de cristais da proteina complexda c&iHNou FAD e a obten¢do de conjuntos
de dados com maior resolugéo.

Com o objetivo de se obter cristais da proteina &OWDH ou FAD, estes foram
adicionados na amostra proteica antes da purificagéexclusdo molecular, na proporcao de
1,5:1,0 em molaridade de coenzima para enzimaselngéo, 24 horas antes ou no momento
de preparar as placas, na proporgédo de 10:1 emrideala de coenzima para proteina. Para a
obtencédo do derivado, os cristais foram imersosselucdo crioprotetora com solucéo de
iodeto de sodio na concentracao final entre 1,0604,8 mM por 30 seg a 5 min. Os melhores

cristais foram submetidos a difragéo de raios-X.
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5.2.6 Coleta, andlise de dados de difracdo e resghio da estrutura

Os cristais da proteina 6xHis-NahG obtidos apdeagfento foransubmetidos a
difracdo de raios-X na linha DO3B-MX1 e W01B-MX2 #doILS para coleta dos dados e
determinacdo da estrutura tridimensional. Todosrogais submetidos a difracdo foram

obtidos com a proteina na presenca de &cido gaicib tampao de lise.

Os primeiros conjuntos de dados coletados paraHeis@¥ahG foram de cristais
nativos. Os dados estatisticos da difracdo paradesses conjuntos, cujo cristal foi
cocristalizado com NADH a uma proporc¢éo de 10:Inssfaridade do cofator para a proteina
(o cofator foi adicionado no momento da preparai@placas de 24 pocos), esta na Tabela
16. O cristal cresceu na condicdo 0,1 M Tris pH 2,86 M sulfato de amé6nio, 20% v/v
glicerol e seu formato era similar aos da Figura E8ses dados foram processados e tentou-
se resolver a estrutura pelo método de Substituidé@ecular. Entretanto, ndo se obteve
sucesso, uma vez que a melhor solugdo encontradseapu TFZ de 5,6. O TFZ indica a
relacdo sinal-ruido da solucdo obtida, cujos val@@o acima de oito quando soluc¢des sao

encontradas.
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Tabela 16 - Estatisticas dos dados de difragdontecristal nativo da 6xHis-NahG utilizado na
tentativa de resolucéo da estrutura por SubstUiddlecular. Os valores estatisticos para as fairas
mais baixa e mais alta resolucéo estdo entre st

6xHis-NahG a 2.28 A

Comprimento de onda (A)
Temperatura (K)

Distancia cristal-detector (mm)
Rotacao por imagem (0)
Rotacao Total (0)

Grupo espacial

Parametros da célula unitaria (A)
Faixa de resolucéo (A)

No. de observacoes

No. de reflexdes Unicas
Completeza dos dados (%)
(Ve (1))

Multiplicidade

Rmerget

Mosaicidade média

1,608

100

87

1,0

360

P2,2:29
a=819;b=98,7,c=131,2
50,00 — 2,28 (50,00 — 5,22/2,35 — 2,28)
352.313 (28.397/27.814)
48.782 (4.176/4.031)

99,7 (96,1/100,0)

43,2 (60,5/3,8)

7,2 (6,8/6,9)

0,042 (0,023/0,495)

0,44

i Rmerge = Zni 2i | li(hkl) - A(hkl) ) |/ Zna 25 1i(hkl), onde i(hkl) € a I intensidade medida da reflexdo

hkl e (1(hkl)) é a sua média .

Foram coletados conjuntos de dados de difracaaigiais derivados obtidos a

partir desoakingcom solucéo de iodeto de sédio. Os ensaios fogetnsfcom solucdo de Nal

nas concentracoes entre 1,0 M e 62,5 mM, nas qaaisstais permaneceram por 30 seg a 5

min. Houve insercdo de atomos pesados no criseafajumerso por 30 seg em solugdo com

62,5 mM de iodo. Os dados estatisticos de difrggia este cristal (painel A, Figura 48)

estdo na Tabela 17 e uma imagem de difracdo naaF#fu O célculo do coeficiente de

Matthews para a proteina 6xHis-NahG sugere a prasée duas moléculas de proteina na

unidade assimétrica (Vm = 2.76/Ba) com 54,5% do contetido de solvente.
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Tabela 17 - Estatisticas dos dados de difracdarderistal derivado da 6xHis-NahG utilizado para
resolucdo da estrutura por SAD e SIRAS. Os valestatisticos para as faixas de mais baixa e mais
alta resolucdo estao entre parénteses.

Derivado da 6xHis-NahG a 2.00 A

Comprimento de onda (A) 1,459

Temperatura (K) 100

Distancia cristal-detector (mm) 110

Rotacao por imagem (0) 0,5

Rotacao Total (0) 360

Grupo espacial P22:2,

Parametros da célula unitaria () a=81,6;b=98,1; c=130,1
Faixa de resolucéo (A) 50,00 — 2,00 (50,00 — 5,43/2,03 —
No. de observacdes 3’50192339 (49.993/33.675)
No. de reflexes Unicas 133.525 (6.578/6.476)
Completeza dos dados (%) 99,0 (97,5/95,6)

(/o (1)) 25,4 (35,8/2,9)
Multiplicidade 7,1 (7,6/5,2)

Rmerge* 0,064 (0,041/0,526)
Mosaicidade média 0,65

i Rmerge = Zni 2i | li(hkl) - A(hkl) ) |/ Zna 25 1i(hkl), onde i(hkl) € a I intensidade medida da reflexdo
hkl e A(hkl)) é a sua média.
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Figura 49 - Imagem de difracdo de um cristal ddeima 6xHis-NahG. Os dados de difracdo foram

coletados a 2,00 A.

A determinacdo do sinal andbmalo foi feita com ogpama SHELXC. O valor

desse sinal deve ser acima de 1,3 para ser efiamentesolucédo do problema das fases. Os
valores encontrados estao na Tabela 18. As coatdsra ocupancias dos atomos de iodo
encontrados foram determinadas pelo programa SHEDéDela 19).

Tabela 18 — Sinal andmalo para um cristal derivdal®&xHis-NahG que difratou até 2,0 A. O sinal
andmalo esta representado por <d"/sig> por faixasi@ucdo e a completeza por %Comp.

Resl. 80 60 50 40 35 30 28 26 24 2,2 2,0
Inf

N(data) 1150 1617 1981 4430 4409 7836 4824 6396 8657 12039 16366
<|/6> 48,0 50,4 47,0 42,2 33,8 254 22,4 19,1 14,7 9,8 54
%Comp 90,8 99,6 99,7 99,7 99,7 99,8 99,6 994 99,2 98,7 96,9
(d"/sig) 2,19 240 201 140 1,10 101 106 1,02 0,94 0,82 0,76
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Tabela 19 — Coordenadas fracionarias dos ions d® joresentes na estrutura cristalografica da
6xHis-NahG, utilizados para resolver o problemafeass.

lodo X y z Ocupacgéao
1 0,880554 0,244133 0,014123 1,0000
1,056.076 -0,0633 -0,1629 0,5647
1,206.490 0,08519 -0,12291 0,4274
1,209.274 -0,13347 -0,27003 0,4048
1,056.763 -0,13046 -0,35677 0,3693
0,96431 0,061615-0,07854 0,3472
1,191.582 0,108665 -0,12035 0,3224
1,230.759 0,249962 -0,13235 0,2504

0o N o o A WODN

Além disso, foram coletados outros conjuntos ddefma nativa, para resolucdo da
estrutura por SIRAS. Os dados do melhor conjuntetado, cujo cristal cresceu na condicéo

0.1 M Tris pH 8.0, 1.26 M sulfato de amonio, 2086 glicerol, sdo apresentados na

Tabela 20. Todos os demais conjuntos coletadoamfoprocessados e estao
representados no Anexo Il, Tabela 25.
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Tabela 20 - Estatisticas dos dados de difracdonderistal nativo da 6xHis-NahG utilizado para
resolucdo da estrutura por SIRAS. Os valores sttats para as faixas de mais baixa e mais alta
resolucéo estao entre parénteses.

6xHis-NahG a 2,20 A

Comprimento de onda (A) 1,459

Temperatura (K) 100

Distancia cristal-detector (mm) 140

Rotacao por imagem (0) 0.5

Rotacao Total (0) 164.5

Grupo espacial P22:2,

Parametros da célula unitaria () a=81,3;b=97.7,c=129,9
Faixa de resolucéo (A) 50,00 — 2,20 (50,00 — 5,42/2,25 —
No. de observacdes 2’4280.2)23 (23.027/20.935)
No. de reflexdes Unicas 52.942 (3.714/3.432)
Completeza dos dados (%) 99,7 (98,3/98,3)

(/e (1)) 19,5 (28,7/5,1)
Multiplicidade 6,6 (6,2/6,1)

Rmerge* 0,086 (0,046/0,333)
Mosaicidade média 0,68

i Rmerge = Zni 2i | li(hkl) - A(hkl) ) |/ Zna 25 1i(hkl), onde i(hkl) € a I intensidade medida da reflexdo
hkl e A(hkl)) é a sua média.

A estrutura da 6xHis-NahG foi resolvida por SAD @& SIRAS pelo programa
AutoSol do pacot®HENIX (Tabela 21). Apds o refinamento, a estrutura rédalpor SAD
apresentou menores valores dgrRe Rrwee Dessa forma, esta foi utilizada para andlise da
estrutura — até porque este conjunto de dados (mesntendo ions de iodo) foi 0 de mais

alta resolucéo obtido.
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Tabela 21 — Dados da resolucdo da estrutura didameento da 6xHis-NAHG por SAD e SIRAS.

Parametros SAD SIRAS
Rwork” inicial (%) 26,54 27,70
Rwork @pos refinamento 22,34 23,67
(%)
Riree” inicial (%) 29,16 30,42
Riree’ apOs refinamento 24,72 27,80
(%)
Grafico de 97,1 97,5
Ramachandran
Favoraveis (%)
Grafico de 0,2 0,0
Ramachandran
Outliers

* Ruok = Zhid |Fobd - [Feaid / Zhii |Fobd; Riree € 0 valor de Ry calculado para 5% do conjunto de dados
nao inclusos no refinamento.

5.2.7 Andlise da estrutura tridimensional

A estrutura da 6xHis-NahG a 2,00 A resolvida poiDSpossui 416 residuos de
aminoacidos, comecando no sétimo residuo de amdwméa sequéncia nativa da enzima e
terminando no 424 N&o foi visualizada densidade eletrénica da calelaeis histidinas e
nem entre os residuos de aminoéacidos 248 e 25%aDesna, 18 residuos de aminoacidos

nado foram definidos no modelo 3D desta proteina.

A 6xHis-NahG dePseudomonas putid@7 pertence a familia de proteinas com
dominio de ligacdo ao FAD e é estruturalmentelamai outras hidroxilases dependentes de
FAD (como sera evidenciado abaixo), sendo formamtatn@s folhas beta constituidas por

oito, quatro e trés fitag-e por quatorze-hélices (Figura 50).

A 6xHis-NahG, de acordo com andlise feita no servifluperfamily 1.78, é
constituida de dois dominios. Um é o dominio dacligp de FAD/NAD(P), constituido pelos
residuos de aminoacidos 9 a 175 e 293 a 389, ¢@ @dominio de redutases que interagem
com FAD ou dominio C terminal, caracterizado pelesiduos de aminoacidos 184 a 298
(Figura 51).

20 http://supfam.org/SUPERFAMILY/
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Figura 50 - Estrutura tridimensional da enzima &xNahG, com a representacdo das fitase-
hélices e as regides N- e C-terminais.

Figura 51 - Estrutura tridimensional da enzima &xNahG, evidenciando o dominio de ligacdo do
FAD/NAD(P) em rosa e o dominio C-terminal em azul.
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O atomo pesado utilizado para resolver o problers fdses foi o iodo, cujas
posicdes na estrutura cristalografica da enzimempoder visualizadas na Figura 52. Na
figura sdo mostradas as duas moléculas de 6xHi&Matontradas na unidade assimétrica
do cristal, conforme previamente sugerido peloiciEfte de Matthews (Vm = 2.70*Da).

Figura 52 - Estrutura tridimensional da enzima &MNahG com as localizag6es dos atomos de iodo
(roxo) utilizados para resolucédo do problema dsssa

Uma analise dos dados gerados pelo servidor Dajuab permite a comparacao
da estrutura tridimensional de uma proteina alvo estruturas depositadas no PDB, indicou
gue as proteinas com maiores similaridades esaistaom a NahG dB. putidaG7 sdo a
urato oxidase HpxO d&lebsiella pneumoniaee a 3-hidroxibenzoato-6-hidroxilase de
Rhodococus josti{Tabela 22). As duas ultimas foram obtidas complasacom FAD e
substrato ou somente com FAD. A 6xHis-NahG foitahsada na auséncia de FAD e as

tentativas para cristalizar a 6xHis-NahG com esfator ndo foram bem sucedidas. Dessa
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forma, a comparagdo entre as estruturas da 6x&li€&sNcom outras flavoproteinas
hidroxilases pode indicar regifes de ligacdo do FADo acido salicilico na NahG dre
putida G7, assim como evidenciar as modificacbes estistuqgue ocorrem devido as

interacbes com o FAD e substrato.

Tabela 22 — Enzimas identificadas como estrutunaiensimilares a NahG pelo servidor Dali.

Proteina Codigo PDB  Zscore rmsd % identidade

Urato oxidase HpxO complexada 3RPS 38.8 28 o4
com FAD

Urato oxidase HpxO complexada
com FAD e acido urico
3-hidroxibenzoato-6-hidroxilase
complexada com FAD e 4BK?2 37,9 2,8 29
fosfatidilglicerol
2,6-dihidroxipiridina-3-hidroxilase 2VOU 34.6 31 29
complexada com FAD

Monoxigenase PhzS 2RGJ 32,5 2,9 26

3RP7 38,5 2,8 24

A sobreposicdo das estruturas da 3-hidroxibenz®diolroxilase, a qual
apresenta FAD e fosfatidilglicerol ligados, e a Sadpoenzima evidencia a presenca de um
loop mével, o qual esta relacionado a interagcdo comD. FEste loop corresponde a regido
formada pelos residuos de aminoacidos 36 a 52 h& N&gura 53). Apesar da urato oxidase
HpxO apresentar maior similaridade estrutural codMahG do que a 3-hidroxibenzoato-6-
hidroxilase, a sobreposicédo para analise desgemovel foi feita com a segunda, pois na
estrutura da urato oxidase HpxO complexada com FADB 3RP8) ou com FAD e acido
arico (PDB 3RP7), doop movel que participa na interagdo com o FAD naa petsente no

modelo.
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Figura 53 - Sobreposicéo da 6xHis-NahG (verde) a@vhidroxibenzoato-6-hidroxilase (PBB 4BK?2)
(amarelo) complexada com FAD e fosfatidilglicerampos em azul). Em vermelho os residuos 36 e
52 da 6xHis-NahG. As setas indicam as posi¢cdesodp na apoenzima (amarelo) e na enzima
complexada com FAD e substrato (verde).

5.2.8 Mutagénese sitio-dirigida

As mutacdes sitio dirigidas de alguns residuosndeaicidos da proteina NahG
recombinante foram propostas para avaliar a paaipéio desses residuos na atividade
catalitica da enzima. A escolha dos residuos patag#o foi feita a partir da comparacéo da
estrutura primaria da salicilato hidroxilaseRleputidaG7 com enzimas similares depositadas
no PDB. As proteinas mais similares (identidadeee?2 e 28%) com 0s respectivos nUmeros
das sequéncias protéicas do UniProtKB e codigo BB urato oxidase HpxO (A6T923,
3RP7); 3-hidroxibenzoato-6-hidroxilase (QOSFK6, #BKmonoxigenase PhzS (Q9HWGH9,
3C96); 2-metil-3-hidroxipiridina-5-acido carboxiticoxigenase (Q988D3, 3ALH) e 2,6-
dihidroxipiridina-3-hidroxilase (Q93NG3, 2VOU).

O alinhamento dessas sequéncias com a Nah®. dautida G7 (UniProtkB

P23262) feito pelo programa ClustalW2 esta aprasenha Figura 54. A enzima NahG de
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Pseudomonas putida7 pertence a familia de proteinas com dominiligde&do ao FAD. No
PDB verifica-se que algumas regides (residuos dacd@widos evidenciados com asterisco,
dois pontos ou ponto) sdo bem conservadas entenzmas, as quais sao hidroxilases
aromaticas com dominio de ligacdo ao FAD. As regg@@nservadas estdo relacionadas com a
ligacdo do FAD, NADH ou substrato. Por exemplog@i&o entre os residuos de aminoacidos
36 a 52 (sequéncia da NahGRleputidaG7) esté relacionada com a interacdo com FAD, os
residuos entre 154 e 169 estao relacionados cateragao com NADH (Suzuki, et al., 2000)

e 0 residuo 226 com a interagcdo com o substratckgHet al., 2013; Montersino, et al.,
2013).

sp| P23262] NHGL_PSEPU
tr | QUSFK6| QOSFK6_RHOSR
sp| A6T923| HPXO KLEP7
tr| QOHWE| QOHWGO_PSEAE
tr| Q©88D3| 88D3_RHI LO
tr| Q@3NG3| Q@3NG3_ARTNI

sp| P23262| NHGL_PSEPU
tr | QOSFK6| QOSFK6_RHOSR
sp| A6T923| HPXO KLEP7

---- MKNNKLGLRI G VGGE SGVALALELCRYSHI QVQLFEAAPA- FGE
----- VSNLQDARI | | AGGE GGAANALALAQKG ANVTLFERASE- FGE
----------- MKAI VI GAG GGLSAAVALKQSG- | DCDVYEAVKE- | KP
------- MSEPI DI LI AGAG GALSCALALHQAG GKVTLLESSSE- | RP
MANVNKTPGKTRRAEVAGGGFAGL TAAI ALKONG WDVRLHEKSSE- LRA
------ VBPTTDRI AVWGGESI SGLTAALM.RDAG- VDVDVYERSPQPL SG
- Lok . % % .

*

VGAGVSFGPNAVRAI VGLGLGEAYL QVADR- TSEPVEDVWFEWRRGSDAS
VGAGLQVGPHGARI LDSWGVL DDVL SRAFLPKNI VFRDAI TAEVLTKI DL
VGAAI SWIPNGVKCVAHL GVIGDI METFGGPL RRVAYRDFRSGENMT QFSL

tr| QOHWE| QQHWGO_PSEAE LGVG NI QPAAVEALAEL GLGPALAATAI PTHELRYI DQSGATWSE- - - 89
tr| Q©88D3| 88D3_RHI LO FGAG YLWHNGLRVLEGL GALDDVLQGSHT- - PPTYETWHNKSVSK- - - 93
tr| Q@3NG3| Q@3NG3_ARTNI 88

sp| P23262| NHGL_PSEPU
tr | QOSFK6| QOSFK6_RHOSR
sp| A6T923| HPXO KLEP7
tr| QOHWE| QOHWGO_PSEAE
tr| Q©88D3| 88D3_RHI LO
tr| QO3NG3| Q@3NG3_ARTNI

sp| P23262| NHGL_PSEPU
tr | QOSFK6| QOSFK6_RHOSR

FGTG VWQPELVHYLLEQGVELDSI SVPSS- - SMEYVDALTGERVGS- - -
* . . * .

YLGATI APGVGQSSVHRADFI DALVTHLPEG - - - | AQFGKRATQVEQQG
GSEFRGRYGGPYFVTHRSDLHATL VDAARAAG- - AELHTGVTVTDVI TEG
AP- LI ERTGSRPCPVSRAEL QREM.DYWGRD- - - - SVQFGKRVTRCEEDA
PRGVEAGNAYPQYSI HRGELQW LLAAVRERL GQQAVRTGLGVERI EERD
- - - - ETFNGLPWRI MIRSHLHDALVNRARALG- - - - VDI SVNSEAVAADP
------- VPADWRFTSYDS| YGGL YELFGPER: - - - YHTSKCLVGLSQDS

GEVQVLFTDGT- - - - EYRCDLLI GADG KSALRSHVLEGQGLAPQVPRFS
DKAI VSTDDGR- - - - THEADI ALGVDGLKSRLREKI SGDE- - - - - - PVSS

140
141
132
139
135
127

186
181

sp| A6T923| HPXO_KLEP7 DGVTWWFTDGS- - - - SASGDLLI AADGSHSALRPW/LGFTPQ - - - RRYA 174
tr| QOHWE| QOHWE_PSEAE GRVL| GARDGHGKPQAL GADVLVGADG HSAVRAHL HPDQRP- - - - LSHG 185
tr| Q988D3| 88D3_RHI LO VGRLTLQTGEV- - - - - LEADL| VGADGVGSKVRDS| GFKQDR- - - - - WS 175
tr| QO3NG3| Q3NG3_ARTNI ETVQVRFSDGT- - - - KAEANVWI GADGGASVWRKRLLG EPT- - - - - - YA 167
. . * % * -k -
sp| P23262| NHGL_PSEPU GTCAYRGWDSLHLREAYRAHG! DEHLVDVPQWLGLDGH! LTFPVRNG 235
tr| QOSFK6| QOSFK6_RHOSR GYAAYRGTTP- - - - - - - YRDVELDEDI EDWG Yl GPRCHFI QYPLRGG- 222
sp| A6T923| HPXO KLEP7 GYVNWAGLVE- - == = - - - - - | DEALAPGDQM TFVGEGKRVSLMPVSAG 213
tr| QOHWE| QOHWE_PSEAE G TMARGVTEFDR: - - - FLDGKTM VANDEHWSRLVAYPI SARHAAEGK- 230
tr| Q988D3| 88D3_RHI LO KDGLI RLI VPRWK- - - - - KEL GHGEVDNT! DMARFWPRVQRI LYSPCNE- 219
tr| QO3NG3| QQ3NG3_ARTNI GYVTWRGVL QPGE- - - - - VADDVWNYFNDKFTYGLLDDGHLI AYP| PGRE 212
sp| P23262| NHGL_PSEPU ~ ------- G | NVWWAFI SDRSEPKPTWPAD- - - - - APWREASQREMLDAF 273
tr| QOSFK6| QUSFK6_RHOSR ~ ------- EM_LNQVAVFESPG- - - - - - - FK----- NG| EN\GGPEELEQAY 253
sp| A6T923| HPXO KLEP7 ~ ------- REYFFFDVPLPAG - - - === === ---= LAEDRDTLRADLSRYF 242
tr| QQHW®| QQHW®_PSEAE - ------ SLVNVWCM/PSAAVG- - QLDNE- - - - - ADWNRDGRLEDVLPFF 266
tr| Q88D3| @88D3_RHILO ~ ------- NELYLGLMAPAAD- - - « <= == = = = - = - - PRGSSVPI DLEVW 246

tr | QQ3NG3| Q@3NG3_ARTNI

NAESPRL NFQWYWNVAEGPDL DELMITDVRG RLPTSVHNNSL NPHNLRQF

262
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sp| P23262] NHGL_PSEPU AGNGDAARALLECI PAPT- - - LWALHDLAEL PGYVHGRVVLI GDAAHAM. 320
tr | QUSFK6| QOSFK6_RHOSR AHCHENVRRG! DYLWKDR- - - VWAPMYDREP| ENVWDGRM LLGDAAHPPL 300
sp| A6T923| HPXO KLEP7 AGMPPVQKLI AALDPQTTN- Rl El HDI EPFSRLVRGRVALLGDAGHSTT 291
tr| QOHWE9| QOHWED_PSEAE ADWDLGWEDI RDLLTRNGQLI LQYPMVDRDPLPHWGRGRI TLLGDAAHLMY 316
tr| Q988D3| Q88D3_RHI LO EMFPFLEPCL| EAAKLKTAR:- - YDKYETTKLDSWIRGKVALVGDAAHANC 294
tr| QU3NG3| Q@3NG3_ARTNI HSKGESL FKPFRDL VL NASSPFVTVVADATVDRWHGRVLLI GDAAVTPR 312
* .o * ok k%
sp| P23262| NHGL_PSEPU PHQGAGAGQGL EDAYFLARL L GDTQADAGN- - LAELLEAYDDLRRPRACR 368
tr | QUSFK6| QOSFK6_RHOSR QYLASGAVMAI EDAKCLADYAAEDFSTGGNSAWPQ LKEVNTERAPRCNR 350
sp| A6T923| HPXO KLEP7 PDI GQGGCAAMVEDAVWL GAVFRQTRDI AAA: - - - - - LREYEAQRCDRVRD 335
tr| QOHWE| QOHWED_PSEAE PMGANGASQAI LDG ELAAALARNADVAAA: - - - - - LREYEEARRPTANK 360
tr| Q988D3| Q88D3_RHI LO PALAQGAGCAM/NAFSL SQDL EEGSSVEDA: - - - - - LVAVETRI RPI TDR 338
tr| QU3NG3| Q@3NG3_ARTNI PHAAAGGAKACDDARTL AEVFTKNHDLRGS- - - - - - LQSWETRQLQQGHA 356
* . * * .

sp| P23262| NHGL_PSEPU VQQT SWETGEL YEL RDPVVGANEQLL GENLATRF- - - DALWNHDLDTDLA 415
tr | QUSFK6| QOSFK6_RHOSR | LTTGRMAGELWHL DGTARI ARNEL FRTRDTSSYKYTDW.WGYSSDRAS- 399
sp| A6T923| HPXO KLEP7 LVLKARKRCDI THGKD- MQL TEAWYQELREETGERI | NGVCDTI LSGPLG 384
tr| QOHWE9| QOHWED_PSEAE Il LANRER: - - - - - - EKEEWAAASRPKTEKSAAL EAl TGSYRNQVERPR- 402
tr| Q988D3| Q88D3_RHI LO OQAL SGDYAANRSL SKGNVFTPAAL EAARYDPLRRVYSWPQ- - - - - - - - - 379
tr| QU3NG3| Q@3NG3_ARTNI YL NKVKKMASRL QHGGSFEPGNPAFAFGL PKVDEPSWTNS- - - - - - - - - 397
sp| P23262| NHGL_PSEPU EARARL G\EHGGGGAL RQG 434

tr| QOSFK6| QOSFK6_RHOSR = ---mmcmmmmcmmaane

sp| A6T923| HPXO KLEP7 =~ =-cmmmmcmmmecmmeaee

tr| QQHWE| QOHWED PSEAE = cmmmmmmmecmeae-

tr| QU88D3| @88D3_RHI LO ~  =---ceemmmeaamaao-

tr] QU3NG3| Q3NG3_ARTNI  =ccmcmecmmeaoao-

Figura 54 - Alinamento feito pelo programa Clustala NahG dé°. putidaG7 (P23262) com as
enzimas 3-hidroxibenzoato-6-hidroxilase (QOSFK&ata oxidase (A6T923); monoxigenase PhzS
(QOHWGY9);  2-metil-3-hidroxipiridina-5-acido  carbdikd oxigenase (Q988D3) e 2,6-
dihidroxipiridina-3-hidroxilase (Q93NG3). Represatdo dos aminoacidos conservados: * residuos
idénticos; : substituicbes conservadas; . subgliis semi-conservadas.

Além disso, para a escolha das mutagBes foi feit@maparacdo da estrutura
tridimensional da 6x-HisNahG com a estrutura dasness 3-hidroxibenzoato-6-hidroxilase
(PDB 4BK2) (Montersino, et al., 2013)ueato hidroxilase (PDB 3RP7) (Hicks, et al., 2013)
ambas com FAD e substratos ligados. Essas protiiraas escolhidas com base na andlise
feita no servidor Dali. Esta analise, us@mmparagdo da estrutura tridimensional da NahG de
P. putidaG7 com estruturas depositadas no PDB, indicowagueoteinas 3-hidroxibenzoato-
6-hidroxilase eurato hidroxilasepresentam as maiores similaridades estruturaisachahG
(Tabela 22

A proteina NahG apresenta uoop moével relacionado com a ligagdo do FAD,
como pode ser observado pela sobreposicdo dasuessriaridimensionais de uma proteina
similar (PDB 4KB2) ligada com FAD e da 6xHis-Nah@&rs FAD (Figura 53). Esseop é

formado pela sequéncia de aminoécidos entre aduesB6 e 55 da NahG. Foram propostas
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as mutacoes dos residuos 36, Phe37 e Glu38 para alaning quais sdo conservados e
as enzimas da familia da NahG, para avaliar a itApoia desses residuca interacdo da
enzima com o FAD. Outrresiduo de aminoacido que foi mutado para alaoina arginine
192, que fica posicionada no centro ativo da enanm#erage diretamente com FAAIém
disso, outros residuos de aminoacidos conservagoprgvavelmente interagem com o F,
séo: Asp314His110, His322 e Arglll. Esses foram mutados plmaina, asparagini
tirosina e glutamina, respectivamente. Os residuesprovavelmente interagem com o F

e que foram mutados estdo evidenciadoFigura 55.

Figura 55 -Estrutura cristalografica 6xHis-NahG (verde) sobrepostam a -hidroxibenzoato-6-
hidroxilase (PBB 4BK2) (amarelo) complexada com FADosfatidilglicerol (ambos em azul). E
vermelho os residuos de amino&cilLeu36, Phe37, Glu38, Argl92Asp314, His110, His322

Argl11 da 6xHis-Nah@ue provavelmente interagem com o F.
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Entre as enzimas da familia a qual pertence a Na&h@ presenca de um lo
relacionado com a interagdo com o NADH. Na Nah(Pseudomonas putir G7 este loop
compreende os residuos de aminoacidos 155 a 1@, foram mutados os residuos 1
167 e 169, os quais sédo 0s mais conservados srgresnas da mesma fam (Figura 56).

Figura 56 - Estrutura istalografica d 6xHis-NahG (verde) sobrepostam a -hidroxibenzoato-6-
hidroxilase (PBB 4BK2) (amarelo) complexada com FADosfatidilglicerol (ambos em azul). E
vermelho os residuos de aminoacLys165, Alal67 e Arg169 da 6xHidahG

A histidina 226da NahG corresponde a histidina 213 3-hidroxibenzoato-6-
hidroxilase e a arginina 204 wrato oxidaséHpxO. A importancia da H213 e R204 cita
na interacdo com o substrato ja foram demostradds andlise dos mutantes H21
(Montersino, et al.,, 2033e R204Q (Hicks, et al., 2013Produzimos o mutante H22¢
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(Figura 57), para confirmar o papel da histidin® 2@ interagdo da enzima com o &cido

salicilico.

Figura 57- Estrutura cristalogréafica da 6xHis-Ngk€rde) sobreposta com a urato hidroxilase
(magenta) complexada com FAD e acido Urico (amboazul) (PBB 3RP7). Em amarelo o residuo
de aminoacido 226 da 6xHis-NahG.A, visualizagatoda a estrutura. B, visualizacdo de detalhes.
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Os doze mutantes produzidos foram sequenciadoseraspo 6xHis-NahG-
H322Y ndoapresentou a mutagdo no sequenciamento. As mutaicdes avaliar residuos de
aminoacidos importantes para interacdo com o FABDN e AS, contribuindo para o
entendimento do mecanismo catalitico da NahG. @eiro passo para esse entendimento é a
caracterizagdo cinética dos mesmos. Apesar de toslasutantes terem sido produzidos
(excecdo de um que ndo incorporou a mutacao), oeéos foram avaliados cineticamente até

0 momento de término dessa tese.
5.2.9 Cinética do estado estacionario

Os efeitos das concentracdes do substrato acidisale das coenzimas FAD e
NADH na velocidade das reacodes catalisadas pels@X&hG, GH-NahG e para os mutantes
6xHis-NahG-E38A e 6xHis-NahG-R192A foram determmgdseguindo a cinética de
Michaelis-Menten. Os valores das constantes ceeti§y Kear € ka/Kum para o acido
salicilico, o FAD e o NADH sao apresentados na TeaB8 e os grafico de Michaelis-Menten
para o substrato acido salicilico e as coenzimd3 & AADH na Figura 58.

Tabela 23 — Atividade das enzimas 6xHis-NahG, GH®la6xHis-NahG-E38A e 6xHis-NahG-
R192A sobre o acido salicilico, FAD e NADH.

Enzima Ligante Ky (UM)  Kear(SD) KealKnm (x 10° M.
6xHis-NahG AS 157,14 5,97 34
FAD 0,13 2,70 20770
NADH 37,08 4,67 126
GH-NahG AS 27,30 4,36 160
FAD 1,26 2,4 1900
NADH 22,74 6,16 271
6xHis-NahG-E38A AS 47,97 1,43 29
FAD 11,43 1,41 123
NADH 234,07 2,07 8
6xHis-NahG-R192A AS 6666,49 3,19 5
FAD 94,09 1,04 110
NADH 1796,98 2,03 1
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As diferencas observadas nos valores ge#ra as enzimas NahG com cauda de
seis histidinas (6xHis-NahG) e sem cauda de hmt&gd(GH-NahG) para o AS, o FAD e o
NADH foram bastante significativas. Essas diferergadem ser devido a cauda de histidinas
ou ao fato dos experimentos terem sido realizado®@uipamentos diferentes. Os ensaios
cinéticos com a proteina GH-NahG foram realizadn$ aboratério de Espectroscopia UV-
Vi do Departamento de Quimica, ICEX, UFMG em colalgdo com o Prof. Tiago Antdnio
da Silvia Branddo. Para esses ensaios foi utilizadespectrofotdmetro Cary50. Os
experimentos com a proteina 6xHis-NahG e seus nastdaram realizados no Laboratorio
do Prof. Dr. Alvan C. Hengge dadtah State Universitydurante o Doutorado Sanduiche da
autora dessa tese. Os ensaios foram realizadosstatiores de placas H4 Synergy (BioTek)
e Versa Max (Molecular Devices), além do espectéofetro Cary50. Estes leitores de placas
foram utilizados com o objetivo de fazer mais rezgdm um tempo menor e consumir menos
reagentes. Além disso, os valores depéra os mutantes testados aumentaram bastante com
relacdo ao valor da proteina nativa, fazendo coensgutornasse inviavel dosar no Cary 50
(caminho otico de 1,0 ou 0,5 cm) uma solucdo comek@s o valor do $ do NADH. Dessa
forma, a utilizacéo de leitores de placas, nossgs@ipode utilizar pequenos volumes, como

100 pL, foi uma alternativa para a caracteriza¢g@ética dos mutantes.

Foram realizados ensaios com a proteina NahG conaa#e histidinas ndtah
State Universitymesmo apos a realizacdo dos ensaios com a @diinNahG no Brasil,
pois 0S ensaios com o0s mutantes foram feitos seliwagem da cauda de histidinas. Dessa
forma, para efeito de comparacéo, os testes foeitosf Aléem disso, ensaios com a proteina
6xHis-NahG néo foram realizados no Laboratério dep&tamento de Quimica devido a

auséncia de amostra nos periodos dos experimentos.

A enzima 6xHis-NahG-E38A apresenta mutacdo noaglato 38, que é um
residuo conservado entre as enzimas da familiaati&Ne faz parte de ufnop movel que
interage com o FADHAD binding domainp A mutacao para alanina foi feita para avaliar a
importancia desse residuo na interacdo da enzimaocBAD. Pode-se perceber que houve
um aumento significativo no valor do Km para o FAm disso, a velocidade maxima da
reacao caiu de 0,15 pM por segundo para cerca08&® @M por segundo, evidenciando a

participacdo do residuo 38 na interacdo da enzamaacFAD.
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No mutante 6xHis-NahG-R192A o residuo de aminoacjde foi mutado, a
arginina 192, fica posicionado no centro ativo dzairea e esta envolvido com interacdo com
FAD. Observou-se um grande aumento no valor de Era p FAD, além da diminuicdo na
velocidade maxima da reacédo. A velocidade maximaalgéo catalisada pelo mutante 6xHis-
NahG-R192A foi similar a observada para 6xHis-NdD&3A. Evidencia-se, assim, a
importancia deste residuo para a interagdo confiaboco

Diante da dificuldade para estabelecer os parasptarma 0s ensaios cinéticos dos
mutantes usando um espectrofotdmetro convencionad, vez que os valores de, lpara
estes aumentaram bastante com relacdo ao valorotiEina nativa, optou-se pelo uso dos
leitores de placas. Contudo, por varias vezes, @masoglénticas apresentaram valores bem
diferentes durante a cinética nesta nova abordaessa forma, 0os experimentos para 0s

demais mutantes ndo seréo apresentados e seridaggturamente.
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6 DISCUSSAO
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Os genedahB e nahG de Pseudomonas putid&7 foram clonados em vetores pCRL-
TOPO e pGEM-T respectivamente, e subclonados em vetor deessfo pET-28a-TEV, 0
qual expressa a proteina fusionada com uma causkiglbistidinas na porcao N'terminal. A
proteina recombinante 6xHis-NahB expressa em cétid&scherichia coliRosetta" (DE3)

a 37°C apresentou-se na fragcdo insoluvel. Dessaafarduziu-se a temperatura para 18°C
com o objetivo de evitar a agregacgéo proteica. €ssa estratégia, a maior parte da proteina
ficou presente na fracao soluvel. O mesmo protofmlotilizado para a expressao da enzima

6xHis-NahG, a qual, também, foi obtida na fracaa\sa.

Para a lise da cultura celular da enzima 6xHis-Nafdam utilizados lisozima, choque
térmico e sonicador . A purificacdo da proteinangginante foi feita por cromatografia de
afinidade utilizando coluna HisTrép HP 5 mL e por cromatografia de exclusdo molecular
utilizando coluna Hiload! 16/60 Superdex 200. Ap6s a cromatografia de difite, a
proteina foi dialisada e concentrada contra PE@0DOantes de ser aplicada na coluna de
exclusdo molecular. A proteina produzida por esssogolo, o qual foi denominado
protocolo inicial, precipitou. Pelo perfil da pucdcédo por exclusdo molecular, verificou-se
gque a amostra apresentou varios estados de agrege@ sendo adequada para ensaios

estruturais.

Visando-se contornar a instabilidade da enzima iSN4hB, foram adotadas outras
estratégias, como adicdo de ligantes, diferentesodug para lise, dessalinizacao,
concentracdo e purificacdo, que fossem menos agaesas proteinas. O catecol, um
composto parecido estruturalmente com o liganteraltda enzima, foi adicionado ao
sobrenadante proveniente da centrifugacdo do lisatidar. Na purificacdo por exclusao
molecular na presenca de catecol, observou-se gperfd cromatografico ficou mais

homogéneo, com um pico principal. Ensaios de eapahto dinamico da luz em funcao do
tempo evidenciaram que com a adicdo de um ligaatecol ou carbenoxolona, a enzima
permaneceu no estado monodisperso com indice ispersividade de 17,2 %. Além disso,
a enzima apresentou-se no estado tetramérico,bovammdo os dados de cromatografia de
exclusdo molecular e dados da literatura (Patel iBs@,1974). Apesar do aumento da
estabilidade da proteina com a adicdo de ligaréie, ouve formacdo de cristais. Dessa

forma, diferentes protocolos de lise e purificafgiam utilizados.
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Em um protocolo denominado otimizado, utilizoussekomogeneizador EmulsiFlex-C3 para
romper as células, para dessalinizacao utilizoa@una — HiPrep 26/10 e a concentracdo da
proteina foi feita com um concentrador Vivaspinapeentrifuga. Ensaios de espalhamento
dindmico da luz em funcdo do tempo da amostra akia@ este protocolo na presenca ou
auséncia de ligantes indicaram que a proteina fiomnodispersa e com indice de
polidispersividade de 10,1%. Com a proteina prathuziom o protocolo otimizado foi

possivel a obtencéo de cristais.

O mesmo protocolo otimizado foi utilizado para prgélo da enzima 6xHis-NahG. A analise
da proteina 6xHis-NahG em ensaios de espalhaméardmito da luz indicou que a enzima
esta no estado monomérico em solucdo, corrobordados de cromatografia de exclusédo
molecular e dados da literatura (You, et al., 1980polidispersividade da solucao proteica
foi de 10,3%, o que caracteriza uma amostra mopedia e adequada para ensaios
estruturais. Entretanto, ndo houve o crescimentaritais. Estes somente foram obtidos
apos a adicdo do substrato natural da enzima, &aldnlico, no tampé&o de lise. A interacdo

da enzima com um ligante provavelmente a estahiligermitindo a formacéo de cristais.

Os cristais das proteinas 6xHis-NahB e 6xHis-Nabfan submetidos a difracdo de
raios-X nas linhas DO3B-MX1 e W01B-MX2 do LNLS pamaleta dos dados e determinagao
da estrutura tridimensional. Ap0s o estabelecimed&s melhores condi¢cbes para a
cristalizac&o da 6xHis-NahB , obtivemos um conjutealados com a resolucéo de 1,64 A. A
estrutura da enzima foi resolvida pelo método desttuicdo Molecular utilizando a estrutura
da BphBs 356 (PDB ID 2Y93) (Dhindwal, et al., 2011) como modele fase. Foi obtida uma
solucdo com TFZ de 17,2 e LLG de 242. O modelcstroido apresentou coeficiente de
correlacdo de 82%. ApOs varios ciclos de refinames valores finais deygx € Rree fOram
17,9% e 22,1%.

Na estrutura da 6xHis-NahB foram identificados 28%iduos de aminoacidos, nao
verificando-se densidade eletronica entre os residie aminoacidos 186 a 215. Pela
sobreposicao das estruturas tridimensionais da-Kbid3 com a da BphBssg verificou-se
que esta também nao apresenta densidade eletgntreaos residuos de aminoacidos 186 e
215. Dessa forma, esta regido poderia ser formadamloop flexivel que se ajustaria para
interacdo com o substrato. Com a sobreposicéo lds-&¥ahB com a BphBsss complexada
com NAD' (PDB 2Y99), observa-se a presenca delamp em parte da regido em que no se
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observava densidade eletronica. Além disso, quaada ligacdo do NADe do produto da
enzima, no caso da BphBss, 0 2,3-dihidroxibifenil, observam-se todos os araridos da
regido que ndo se observa densidade eletronicgpoenzima. Portanto, a regido entre os
aminoacidos 186 e 215 da 6xHis-NahB provavelmenteesponde a uroop flexivel que se
ajustaria para a ligacdo da coenzima e do substapwesenca desdeop flexivel poderia
contribuir para explicar a presenca de 20% de testrulesordenada que foi identificada nos
experimentos de Dicroismo Circular para a protéxidis-NahB.

Foram feitos varios testes de cocristalizac8oakingpara tentar se obter a 6xHis-NahB
complexada com NADou com substratos andlogos ou com seu produtoetEnto, em
todas as estruturas analisadas nao foi verificaslesidade eletrbnica correspondente ao
NAD®, nem aos analogos do subtrato, nem ao produtmeandoop flexivel. A auséncia de
densidade eletronica na regido correspondente @ flexivel ou aos diferentes ligantes
utilizados indica que, provavelmente, estes n&ragiram com alta afinidade com a enzima
e, consequentemente o loop permaneceu flexivedndise cinética da enzima ainda nao foi

realizada devido a indisponibilidade do substré&mamomento de término dessa tese.

Os primeiros conjuntos de dados coletados paraHss@¥ahG foram de cristais
nativos, os quais foram processados, entretantose&mnseguiu resolver a estrutura pelo
método de Substituicio Molecular. Dessa forma,nfomletados conjuntos de dados de
difracao de cristais derivados obtidos a partisalgkingcom solucdo de iodeto de sodio, para
resolucdo da estrutura por difracdo andmala simpleave insercdo de atomos pesados no
cristal que foi imerso por 30 seg em solucdo cond 62M de iodo. Além disso, foram
coletados outros conjuntos da proteina nativa, pesalugdo da estrutura por substituicao
isomorfica simples com espalhamento anémalo. Aiestr da 6xHis-NahG foi resolvida por
SAD e por SIRAS e, ap6s o refinamento, a estrutesalvida por SAD, cujo conjunto de
dados apresentaram uma maior resolucéo, apresex@oores valores de,fx € Rree. DESSa

forma, esta foi utilizada para andlise da estrutura

No modelo 3D da 6xHis-NahG a 2,00 A resolvida pabSoram definidos 416
residuos de aminoacidos dos 450 que a enzima pdséoi foi visualizada densidade
eletronica da cauda de seis histidinas e nem estresiduos de aminoacidos 248 e 251. A
6xHis-NahG dePseudomonas putid&7 pertence a familia de proteinas com dominio de
ligacdo ao FAD e é estruturalmente similar a cufidroxilases dependentes de FAD, sendo

125



formada por trés folhas beta constituidas por ajt@tro e trés fitaf-e por quatorze:-
hélices. Ela possui um dominio de ligacdo de FAONR) e um dominio de redutases que

interagem com FAD ou dominio C terminal.

As proteinas com maiores similaridades estrutwans a NahG d®. putidaG7
sao a urato oxidase HpxO #debsiella pneumoniae a 3-hidroxibenzoato-6-hidroxilase de
Rhodococus jostii As duas ultimas foram obtidas complexadas com FA8ubstrato ou
somente com FAD. A 6xHis-NahG foi cristalizada neséncia de FAD e as tentativas para
cristalizar a 6xHis-NahG com este cofator ndo foreem sucedidas. Dessa forma, a
comparacao entre as estruturas da 6xHis-NahG crasoflavoproteinas hidroxilases pode
indicar regides de ligagdo do FAD e do acido dal@wha NahG d&. putidaG7, assim como
evidenciar as modificacées estruturais que ocordewido as interagcbes com o FAD e
substrato, uma vez que a 6xHis-NahG € a Unica adasuilia com estrutura resolvida sem

substrato e sem FAD.

A sobreposicdo das estruturas da 3-hidroxibenz@dioroxilase, a qual
apresenta FAD e fosfatidilglicerol ligados, e a Sapoenzima evidencia a presenca de um
loop movel, o qual esta relacionado a interacdo conAD. EEste loop corresponde a regiao
formada pelos residuos de aminoacidos 36 a 52 h&Nas residuos entre 154 e 169 estao
relacionados com a interacdo com NADH (Suzuki, let2000) e o residuo 226 com a
interagcdo com o substrato (Hicks, et al., 2013; tdi@mo, et al., 2013). A histidina 226 da
NahG corresponde a histidina 213 da 3-hidroxibetmz6ahidroxilase e a arginina 204 da
urato oxidase HpxO. A importancia da H213 e R2@ddas na interacdo com o substrato ja
foram demonstradas pela analise dos mutantes H@@86tersino, et al., 2013) e R204Q
(Hicks, et al., 2013).

Foram feitas mutacdes sitio dirigidas nos residuas conservados para avaliar a
participacdo dos mesmos na atividade catalitioendana. Foram produzidos e sequenciados
doze mutantes. Os testes cinéticos foram inicipdos as enzimas 6xHis-NahG, GH-NahG e
para os mutantes 6xHis-NahG-E38A e 6xHis-NahG-R1®retanto, ainda sdo necessarios
mais ensaios para caracterizacao cinética finaadesnzimas. Os outros mutantes ja foram

obtidos, porém os testes cinéticos ainda nao famamados.
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A enzima 6xHis-NahG-E38A apresenta mutacdo no mata 38, que € um
residuo conservado entre as enzimas da familiaatié&Ne faz parte de ulnop mével que
interage com o FADHAD binding domaip A mutacdo para alanina foi feita para avaliar a
importancia desse residuo na interacdo da enzimaocBAD. Verificou-se que houve um
aumento significativo no valor do Km para o FAD.éA disso, a velocidade maxima da
reacao caiu de 0,15 pM por segundo para cerca08® @M por segundo, evidenciando a
participacdo do residuo 38 na interacdo da enzona @ FAD. No mutante 6xHis-NahG-
R192A o residuo de aminoacido que foi mutado, aisia 192, fica posicionado no centro
ativo da enzima e esta envolvido com interacdo E&R. Observou-se um grande aumento
no valor de Km para o FAD, além da diminuicdo néosidade méxima da reacdo. A
velocidade maxima da reacdo catalisada pelo mutxitks-NahG-R192A foi similar a
observada para 6xHis-NahG-D38A. Evidencia-se, gsaimmportancia deste residuo para a

interagcdo com o cofator.

Entre as enzimas das vias superior e inferior dgadecdo do naftaleno em
Pseudomonas putideas enzimas NahAb, NahAc, NahAd, NahC, NahD, NahHlahJ
tiveram sua estrutura trisimensional resolvida podiéada no PDB por diversos grupos de
pesquisa. No grupo de Biologia Estrutural da Umidierde Federal de Minas Gerais, onde
esta tese foi desenvolvida, as enzimas NahF, Nk e NahK complexada com NahL séo
estudadas ha algum tempo e também tiveram suagues$ tridimensionais resolvidas
(algumas ja depositadas no PDB). Nesta tese deordwoiat foram resolvidas ainda as

estruturas das enzimas NahB e NahG.

Dessa forma, nesta tese de doutorado foram reaslhas estruturas das enzimas
NahB e NahG. No grupo de Biologia Estrutural davidrsidade Federal de Minas Gerais,
onde esta tese foi desenvolvida, as enzimas NahRl, NlahK e NahK complexada com
NahL sdo estudadas ha algum tempo e também tiveteE®s estruturas tridimensionais
resolvidas (algumas ja depositadas no PDB). Oetnasnas das vias superior e inferior de
degradacéo do naftaleno éreseudomonas putidas enzimas NahAb, NahAc, NahAd, NahC,
NahD, NahH e NahJ tiveram sua estrutura trisimesicesolvida e depositada no PDB por

diversos grupos de pesquisa.
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A determinacdo da estrutura das enzimas envaelvidadegradagao do naftaleno
permite entender seus mecanismos de acdo; atutorrda orientada na estrutura destas
moléculas e, eventualmente, alterar propriedads&ofguimicas objetivando alguma
aplicacao biotecnoldgica especifica; avaliar aragi@o e sinergismo entre as enzimas da via,
além de contribuir para o conhecimento basico dacde estrutura-funcdo de proteinas,
contribuindo para que, futuramente, essas macramal® sejam utilizadas como

biorremediadoras ou biomarcadoras, através decgnmoleculares.
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7 CONCLUSOES
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7.1cisNAFTALENO DIHIDRODIOL DESIDROGENASE

* A enzima NahB recombinante, produzida por proto@specifico ou na presenca de
ligantes, foi purificada em larga escala, com @tau de pureza e apresenta-se
monodispersa e no estado tetramérico em solucéo.

* A 6xHis-NahB produzida na presenca de ligantes el protocolo otimizado é
estavel e pode ser cristalizada em condicfes dspsci

* ApoOs refinamento das condi¢cdes de cristalizacdo,ctstal de 6xHis-NahB, com
simetria descrita pelo grupo espacial 1222, difizol,64 A com parametros a= 63,0;
b=69,3, c=117,6 A.

* A estrutura tridimensional da 6xHis-NahB Bseudomonas putid&7 apresenta o
classico motivo Rossman de ligacdo de nucleotsajo formada por uma folha beta
central constituida por sete fitAse por noveua-hélices, sendo que sdo 3 hélices de
cada lado flanqueando a folha beta.

* ApoOs varios ciclos de refinamento os valores fird@sRyok € Rree foram 17,9% e
22,1% para a estrutura da NahB recombinante.

* A regido entre os residuos de aminoacidos 186 ec@mstitui umloop movel que

parece estar relacionado com as intera¢ées do'NAdDbstrato.
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7.2 SALICILATO HIDROXILASE

* A enzima NahG recombinante produzida por protoeslpecifico foi purificada em
grande quantidade, com alto grau de pureza e pemeanestavel e no estado
monomeérico em solucéo.

» Cristais da enzima recombinante foram obtidos stenepods a adicdo de &cido
salicilico no tampao de lise.

» ApoOs refinamento das condi¢cfes de cristalizacdocustal nativo de 6xHis-NahG,
com simetria descrita pelo grupo espacial2P, difratou a 2.20 A. Um cristal
derivado com iodo, obtido pepaking difratou a 2.00 A de resoluc&o.

» A estrutura da 6xHis-NahG foi resolvida por SABp®s varios ciclos de refinamento
os valores de R € Rreeforam 22,3 e 24,7, respectivamente.

* A 6xHis-NahG dePseudomonas putid&7 € estruturalmente similar a outras
hidroxilases dependentes de FAD, sendo formadér@g®ifolhas beta constituidas por
oito, quatro e trés fitag-e por quatorze-hélices.

* Os valores de Km para o acido salicilico, FAD e NApara a enzima 6xHis-NahG

foram 157,14; 0,13 e 37,08 uM, respectivamente.
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8 PERSPECTIVAS
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8.1cisNAFTALENO DIHIDRODIOL DESIDROGENASE

» Estudos cinéticos da enzima recombinante NahB, geterminacdo das constantes
cataliticas, pH e temperatura 6timos, visto queemtemente, foi encontrado um
fornecedor comercial para o substrato natural daren

* Obtencéo de cristais da NahB complexada com seiratdou compostos analogos;
com NAD' e com compostos analogos e NAPara andlise das alteracbes estruturais
promovidas pela interacdo da enzima com ligantes.

» Mutagénese sitio-dirigida de residuos catalitio@tscos para a atividade da enzima e
realizacdo de ensaios cinéticos desses mutantes.

» Determinar a estrutura tridimensional dos mutadéekliahB.

* Ensaios cinéticos com compostos similares ao aibstia NahB, para avaliagdo da

especificidade da enzima.
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8.2 SALICILATO HIDROXILASE

* Obtencéo da estrutura da enzima NahG complexadaF&l) com FAD e acido
salicilico e com NADH, para andlise das alterag@stsiturais devido a interacdo com
as coenzimas e o substrato.

* Ensaios cinéticos com os mutantes da 6xHis-Nah& gaaliacdo da importancia dos
residuos para a atividade enzimatica e entendintkntoecanismo de acdo da enzima.

» Determinagé&o da estrutura tridimensional dos mesant
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10.1 ANEXO |

Tabela 24 - Estatisticas dos dados de difracéaids-K para cristais da 6xHis-NahB.

Cristal 6xHis-NahB | 6xHis-NahB | 6xHis-NahB | 6xHis-NahB
Parametros carbenoxolonacarbenoxolona  catecol catecol NAD
Comprimento de onda (A) 1.608 1.459 1.459 1.459
Tempo de exposicao (s) X 10 15 20
Distancia cristal-detector (mm) 90 105 105 165
Rotacdo por imagem {) 1 0.5 0.5 0.5
Numero de imagens 200 256 480 260
Numero de imagens processadas 200 256 180 210
Grupo de espaco 1222 1222 1222 1222
Mosaicidade média 0.92 1.10 1.06 3.35
63.618 62.865 62.755 62.898
Parametros da célula unitaria (A) 69.505 69.254 69.226 67.321
117.471 117.439 117.519 117.708
50.00 -2.21 | 50.00 -1.90 | 50.00 - 2.00| 50.00 - 3.10
Faixa de resolugdo (A) g6 00" 4 76[ 50.00 4.47] 50.00 4.70] 50.00 6.20
(menor / maior faixa de resolugéo
229 221| 195 19 | 2.05 2.00| 3.24 3.10
101800 91932 58212 18348
No. de observagoes —  ["y5355 ¢ 8021 4642 2424
(menor / maior faixa de resolugéo
6907 2908 3080 1753
13162 19873 14049 3964
No. de_ refle_xoes tnicas 1399 1671 1055 507
(menor / maior faixa deresolucéo)
1114 1077 770 381
98.3 96.4 79.4 81.7
Complet_eza QOS dados (%)~(menor 974 983 721 808
/ maior faixa de resolucédo)
85.2 69.4 57.5 64.1
19.1 21.3 16.4 15.9
<V (1)> ) 34.0 32.0 21.0 30.4
(menor / maior faixa de resolugéo
3.3 2.9 4.9 5.3
7.7 4.6 4.1 4.6
Redundancia ) 7.4 4.8 4.4 4.6
(menor / maior faixa de resolugéo
6.2 2.7 4.0 4.6
0.090 0.061 0.063 0.078
Rmerget 5 0.046 0.037 0.045 0.042
(menor / maior faixa de resolucéo
0.418 0.285 0.223 0.226
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6xHis-NahB

Cristal catecol 6xHisNahB | 6xHisNahB | 6xHis-NahB
Parametros NAD+ NAD+ NAD+ NAD+
Comprimento de onda (A) 1.459 1.459 1.459 1.459
Tempo de exposicao (s) 10 10 X X
Distancia cristal-detector (mm) 100 85 X X
Rotagao por imagem ) 0.5 0.5 X X
Numero de imagens 300 540 120 120
Numero de imagens processadas 230 540 120 70
Grupo de espaco 1222 1222 1222 1222
Mosaicidade média 3.06 0.93 1.95 1.01
62.544 62.962 62.593 62.595
Parametros da célula unitaria (A) 67.459 69.331 67.378 67.441
118.374 117.556 118.182 118.314
50.00 -2.40 | 50.00 -1.64 | 50.00 -2.10 | 50.00 - 2.20
Faixa de resolugdo (A) g6 00 5 17[ 50.00 4.04] 50.00 4.81] 50.00 4.74
(menor / maior faixa de resolugéo
249 240| 168 164 | 2.16 2.10| 2.28 2.20
33164 305079 51897 29832
No. de observages ™355, 22371 1320 3654
(menor / maior faixa de resolucéo
2215 6881 732 1765
8778 31120 13007 10284
No. de_ refle_xoes unicas 955 2215 5940 1218
(menor / maior faixa de resolucéo
633 1464 2049.6 679
85.7 97.2 87.0 79.1
Completeza dos dados (%) (menqr 863 97.2 98.2 872
/ maior faixa de resolucéo) : i i i
62.4 69.9 60.1 54.0
13.1 24.2 14.2 10.5
<V (1)> ) 20.9 27.9 23.7 17.2
(menor / maior faixa de resolugéo
4.4 3.0 3.3 3.1
3.8 9.8 4.0 2.9
Redundancia ) 4.0 10.1 4.5 3.0
(menor / maior faixa de resolucéo
3.5 4.7 2.8 2.6
0.077 0.088 0.073 0.087
Rmerget 5 0.052 0.066 0.042 0.050
(menor / maior faixa de resolucéo
0.225 0.345 0.284 0.328
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Cristal 6xHisNahB | 6xHisNahB | 6xHisNahB | 6xHis-NahB
Parametros bifenil bifenil bifenil bifenil
Comprimento de onda (A) 1.459 1.459 1.459 1.459
Tempo de exposicao (s) 20 5 20 5
Distancia cristal-detector (mm) 140 90 100 90
Rotagao por imagem ) 0.5 0.5 0.5 0.5
Numero de imagens 420 480 528 184
Numero de imagens processadas 200 355 420 184
Grupo de espaco 1222 1222 1222 1222
Mosaicidade média 1.81 1.30 0.48 0.98
62.650 63.009 62.951 63.180
Parametros da célula unitaria (A) 67.122 69.366 69.422 69.493
118.882 117.323 117.433 117.555
50.00 - 2.40( 50.00 - 1.77| 50.00 - 1.78| 50.00 -1.69
Faixa de resolugdo (A) g6 00" 4 36 50.00 3.54] 50.00 4.07| 50.00 3.6/
(menor / maior faixa de resolugéo
255 240 185 1.77| 183 1.78| 1.75 1.69
32392 148174 185738 95700
No. de observagbes " gz, 22508 2168 10168
(menor / maior faixa de resolucéo
3676 10498 1805 7392
7683 23317 24577 28523
No. de_ refle_xoes unicas 1441 3310 16910 2905
(menor / maior faixa de resolucéo
919 1810 9386 2464
75.8 91.6 98.5 97.1
Completgza QOS dados (%)~(menor 805 98.9 97.7 93.7
/ maior faixa de resolucéo)
55.8 58.0 88.0 84.9
14.3 24.2 27.1 22.4
<V (1)> ) 22.6 38.0 35.3 34.6
(menor / maior faixa de resolugéo
4.7 4.7 5.4 5.2
4.2 6.4 7.6 3.4
Redundancia ) 4.4 6.8 7.8 3.5
(menor / maior faixa de resolucéo
4.0 5.8 5.2 3.0
0.070 0.061 0.064 0.047
Rmerget 5 0.041 0.039 0.040 0.029
(menor / maior faixa de resolucéo
0.235 0.280 0.276 0.193
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Cristal 6xHisNahB | 6xHisNahB | 6xHis-NahB
Parametros bifenil bifenil bifenil
Comprimento de onda (A) 1.459 1.459 1.459
Tempo de exposicao (s) 7 10 7
Distancia cristal-detector (mm) 90 80 90
Rotagao por imagem ) 0.5 0.5 0.5
Numero de imagens 260 360 360
Numero de imagens processadas 198 360 360
Grupo de espaco 1222 1222 1222
Mosaicidade média 1.22 0.63 1.62
62.188 62.617 62.204
Parametros da célula unitaria (A) 66.978 67.127 67.489
119.023 119.304 117.633
50.00 -1.70 | 50.00 -1.59 | 50.00 -1.88
Faixa de resolugdo (A) 55 00”3 66[ 50.00 3.64] 50.00 4.30
(menor / maior faixa de resolugéo
176 1.70| 1.64 159| 194 1.88
82824 191201 105436
No. de observagbes 654 19584 11350
(menor / maior faixa de resolucéo
3276 7034 4204
25005 32211 17906
No. de_ refle_xoes unicas 2803 2923 1694
(menor / maior faixa de resolucap
1489 1901 858
90.1 94.4 87.6
0
Completgza QOS dados (/o)~(menor 95 4 97.2 928
/ maior faixa de resolucéo)
54.7 67.4 51.8
18.5 30.3 13.6
<V (1)> ) 29.0 40.3 19.0
(menor / maior faixa de resolugéo
2.7 4.2 5.7
3.3 5.9 5.9
Redundancia ) 3.8 6.7 6.7
(menor / maior faixa de resolucéo
2.2 3.7 4.9
0.056 0.049 0.093
Rmerget | 0037 0.031 0.077
(menor / maior faixa de resolucéo
0.279 0.255 0.208
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10.2 ANEXO Il

Tabela 25 - Estatisticas dos dados de difraca@ids-K para cristais da 6xHis-NahG. Em todos os
cristais a proteina foi produzida na presenca o &alicilico no tampé&o de lise.

Cristal 6xHis-NahG | 6xHis-NahG | 6xHis-NahG | 6xHis-NahG
Parametros NADH NADH NADH Nal NADH Nal
Comprimento de onda (A) 1.608 1.608 1.608 1.608
Tempo de exposicao (s) 45 45 60 60
Distancia cristal-detector (mm) 102 87 117 102
Rotagédo por imagem ) 1 1 1 1
Numero de imagens 180 360 327 360
NUumero de imagens processadas 180 360 327 290
Grupo de espaco P21212]_ P212]_21 P212]_21 P212]_21
Mosaicidade média 0.46 0.44 0.23 0.75
81.763 81.872 81.141 82.282
Parametros da célula unitaria (A) 98.441 98.673 100.633 99.375
131.306 131.166 135.171 130.938
_ 20 (A 50.00 -2.55 | 50.00 -2.28 | 50.00 - 3.10| 50.00 -2.71
Faixa de resolucdo (3) "5 00" 5 49 50.00 5.22| 50.00 6.67| 50.00 6.53
(menor / maior faixa de resolugéo
264 255| 235 228| 3.21 3.10| 2.78 2.71
. 255373 352313 267677 293057
No. de obsevagdes ™ 5550g 28397 27257 21734
(menor / maior faixa de resolucéo
24234 27814 22473 18898
o 35266 48782 38681 55533
No. de_ refle_xoes unicas 3744 4176 3839 3813
(menor / maior faixa de resolucéo
3462 4031 3809 3937
. 100.0 99.7 99.6 99.0
Completgza dps dados (/o)~(menor 99 8 961 98 4 949
/ maior faixa de resolucéo)
100.0 100.0 97.9 98.0
33.1 43.2 14.5 25.5
<V (1)> ) 59.9 60.5 28.7 53.1
(menor / maior faixa de resolugéo
3.9 3.8 2.9 3
o 7.2 7.2 6.9 5.3
Redundancia ) 7.0 6.8 7.1 5.7
(menor / maior faixa de resolucéo
7.0 6.9 5.9 4.8
0.061 0.042 0.128 0.059
Rmerget N 0.029 0.023 0.060 0.026
(menor / maior faixa de resolucéo
0.510 0.495 0.508 0.509
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Cristal . 6xHisNahG | 6xHisNahG | 6xHis-NahG
Parametros ExHis-NahG Nal Nal NADH Nal
Comprimento de onda (A) 1.459 1.459 1.459 1.459
Tempo de exposicao (s) 30 7 12 15
Distancia cristal-detector (mm) 140 110 110 180
Rotagédo por imagem ) 0.5 0.5 0.5 0.5
NUumero de imagens 329 720 720 720
NUumero de imagens processadas 329 720 720 605
Grupo de espaco P21212]_ P212]_21 P212]_21 P212]_21
Mosaicidade média 0.68 0.65 0.9 1.26
81.270 81.615 82.059 81.219
Parametros da célula unitaria (A) 97.710 98.076 98.241 98.628
129.899 130.136 129.935 131.853
50.00 -2.20 | 50.00 -2.00 | 50.00 -2.42 | 50.00 -2.64
Faixa de resolucdo (A) "5 0075 45 5000 5.43| 50.00 6.56] 50.00 6.36
(menor / maior faixa de resolucéo
225 2.20| 2.03 2.00| 246 242| 2.71 264
348923 951839 531469 279097
No.de observagoes —  ["o30568 | 499928 | 261486 | 22075
(menor / maior faixa de resolugéo
20935.2 33675.2 22356.5 10746
52942 133525 75367 57212
No. de reflexdes Unicas 3714 6578 3582 4165
(menor / maior faixa de resolugéo
3432 6476 3665 3582
99.7 99.0 99.0 97.7
Completeza dos dados (%) (menaor 98.3 975 938 99 2
/ maior faixa de resolucédo) : i i i
98.3 95.6 96.9 86.4
19.5 25.4 22.3 14.3
<V/e (1)> ) 28.7 35.8 355 22
(menor / maior faixa de resolucéo
5.1 2.9 3.5 2.2
6.6 7.1 7.1 4.9
Redundancia ) 6.2 7.6 7.3 5.3
(menor / maior faixa de resolugéo
6.1 5.2 6.1 3.0
0.086 0.064 0.070 0.098
Rmerget .| 0046 0.041 0.041 0.061
(menor / maior faixa de resolugéo
0.333 0.526 0.516 0.496
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10.3 ANEXO Il

Tabela 26 - Solugbes preparadas no ROBOLAB par&finamento das condigcbes de

cristalizacdo da 6xHis-NahB. Das 168 solucdes pegjaas, nas solucbes numeradas de 49 a

72 obteve-se os melhores cristais.

Solucéo Tampéo Precipitante Sal
1 0,1 M Bis Tris propano pH| 20% p/v Polietilenoglicol 0.2 M Acetato de sédio
9,5 3.350
5 0,1 M Bis Tris propano pH| 28% p/v Polietilenoglicol 0.2 M Acetato de sédio
9,5 3.350
3 0,1 M Bis Tris propano pH| 20% p/v Polietilenoglicol 0.1 M Acetato de sédio
8,5 3.350
4 0,1 M Bis Tris propano pH| 20% p/v Polietilenoglicol 0.15 M Acetato de sédio
8,5 3.350
5 0,1 M Bis Tg,SSpropano pH| 20% p/v F;(')ggtci)lenoglicol 0.25 M Acetato de sédio
6 0,1 M Bis Tg,SSpropano pH| 20% p/v I33c'>ggtc|)lenogllcol 0.3 M Acetato de sédio
7 0,1 M Imidazol pH 6,5 4%(v/v) MPD 2 M Sulfato dditio
8 0,1 M Imidazol pH 6,5 6%(v/v) MPD 2 M Sulfato dditio
9 0,1 M Imidazol pH 6,5 8%(v/v) MPD 2 M Sulfato dditio
10 0,1 M Imidazol pH 6,5 10 %(v/iv) MPD 2 M Sulfatade litio
11 0,1 M Imidazol pH 6,5 12%(v/iv) MPD 2 M Sulfatade litio
12 0,1 M Imidazol pH 6,5 14%(viv) MPD 2 M Sulfatade litio
13 0,1 M Imidazol pH 6,7 4%(v/v) MPD 2 M Sulfato @ litio
14 0,1 M Imidazol pH 6,7 6%(v/v) MPD 2 M Sulfato @ litio
15 0,1 M Imidazol pH 6,7 8%(v/v) MPD 2 M Sulfato @ litio
16 0,1 M Imidazol pH 6,7 10 %(v/iv) MPD 2 M Sulfatade litio
17 0,1 M Imidazol pH 6,7 12%(v/iv) MPD 2 M Sulfatade litio
18 0,1 M Imidazol pH 6,7 14%(v/iv) MPD 2 M Sulfatade litio
19 0,1 M Imidazol pH 7,5 4%(v/v) MPD 2 M Sulfato @ litio
20 0,1 M Imidazol pH 7,5 6%(v/v) MPD 2 M Sulfato @ litio
21 0,1 M Imidazol pH 7,5 8%(v/v) MPD 2 M Sulfato @ litio
22 0,1 M Imidazol pH 7,5 10 %(v/iv) MPD 2 M Sulfatade litio
23 0,1 M Imidazol pH 7,5 12%(v/v) MPD 2 M Sulfatade litio
24 0,1 M Imidazol pH 7,5 14%(v/iv) MPD 2 M Sulfatade litio
25 0,1 M Imidazol pH 7,2 4%(v/v) MPD 2 M Sulfato @ litio
26 0,1 M Imidazol pH 7,2 6%(v/v) MPD 2 M Sulfato @ litio
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Solucéo

Tampéo

Precipitante

Sal

27 0,1 M Imidazol pH 7,2 8%(v/v) MPD 2 M Sulfato @ litio

28 0,1 M Imidazol pH 7,2 10 %(v/iv) MPD 2 M Sulfatade litio

29 0,1 M Imidazol pH 7,2 12%(v/iv) MPD 2 M Sulfatade litio

30 0,1 M Imidazol pH 7,2 14%(v/iv) MPD 2 M Sulfatade litio

31 0,1 M Imidazol pH 7,5 4%(v/v) MPD 2 M Sulfato @ litio

32 0,1 M Imidazol pH 7,5 6%(v/v) MPD 2 M Sulfato @ litio

33 0,1 M Imidazol pH 7,5 8%(v/v) MPD 2 M Sulfato @ litio

34 0,1 M Imidazol pH 7,5 10 %(v/iv) MPD 2 M Sulfatade litio

35 0,1 M Imidazol pH 7,5 12%(v/iv) MPD 2 M Sulfatade litio

36 0,1 M Imidazol pH 7,5 14%(v/iv) MPD 2 M Sulfatade litio

37 0,1 M Imidazol pH 6,5 8%(v/v) MPD 1 M Sulfato @ litio

38 0,1 M Imidazol pH 7,5 8%(v/v) MPD 1 M Sulfato @ litio

39 0,1 M Imidazol pH 7,5 8%(v/v) MPD 1 M Sulfato & litio

40 0,1 M Imidazol pH 6,5 8%(v/v) MPD 1,5 M Sulfatade litio

41 0,1 M Imidazol pH 7,5 8%(v/v) MPD 1,5 M Sulfatade litio

42 0,1 M Imidazol pH 7,5 8%(v/v) MPD 1,5 M Sulfatade litio

43 0,1 M Imidazol pH 6,5 12%(v/iv) MPD 1 M Sulfatade litio

44 0,1 M Imidazol pH 7,5 12%(v/v) MPD 1 M Sulfatade litio

45 0,1 M Imidazol pH 7,5 12%(v/v) MPD 1 M Sulfatade litio

46 0,1 M Imidazol pH 6,5 12%(v/v) MPD 1,5 M Sulfad de litio

47 0,1 M Imidazol pH 7,5 12%(viv) MPD 1,5 M Sulfab de litio

48 0,1 M Imidazol pH 7,5 12%(v/iv) MPD 1,5 M Sulfad de litio
5 — -

49 0,1 M HEPES sdodio pH 7,2 20% viv lecl)%ulenogllcol 0,2 M Cloreto de calcio dihidratado
3 — -

50 0,1 M HEPES saodio pH 7,2 24% viv leé)%ulenogllcol 0,2 M Cloreto de calcio dihidratado
3 — -

51 0,1 M HEPES sdodio pH 7,2 26% viv leé)%ulenogllcol 0,2 M Cloreto de calcio dihidratado
3 — -

52 0,1 M HEPES sdodio pH 7,2 28% viv leé)%ulenogllcol 0,2 M Cloreto de calcio dihidratado
5 — -

53 0,1 M HEPES sdodio pH 7,2 30% viv leé)%ulenogllcol 0,2 M Cloreto de calcio dihidratado

54| 0,1 M HEPES sodio pH 7, 2070 VIV Potetilenoglicol | o 5 v cioreto de calcio dinidratado
5 — -

55 | 0,1 M HEPES sodio pH 7, 2470 VIV Poletlenoglicol o 5 v cioreto de calcio dinidratado
5 — -

56 | 0,1 M HEPES sodio pH 7, 2070 VIV Poletlenoglicol o 5 v cioreto de calcio dinidratado
5 — -

57 | 0,1 M HEPES sodio pH 7, 2870 VIV Poletlenoglicol o 5 v cioreto de calcio dinidratado
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Solucéo

Tampéo

Precipitante

Sal

30% v/v Polietilenoglicol

58 0,1 M HEPES sédio pH 7,4 400 0,2 M Cloreto de calcio dihidratado
5 — -
59 | 0,1 M HEPES sodio pH 7.g 2070 VIV Poletlenoglicol o 5 v cioreto de calcio dinidratado
5 — -
60 | 0,1 M HEPES sodio pH 7. 247 VIV Potetlenoglicol o 5 v cioreto de calcio dinidratado
5 — -
61 | 0,1MHEPES sodio pH 7. 2070 VIV Poletlenoglicol o 5 v cioreto de calcio dinidratado
5 — -
62 | 0,1MHEPES sodio pH 7. 287 VIV Potetlenoglicol o 5 v cioreto de calcio dinidratado
5 — -
63 0,1 M HEPES sdodio pH 7.§ 30% viv leé)%ulenogllcol 0,2 M Cloreto de calcio dihidratado
5 — -
64 0,1 M HEPES sddio pH 8,2 20% viv leé)%ulenogllcol 0,2 M Cloreto de calcio dihidratado
5 — -
65 0,1 M HEPES sdodio pH 8,2 24% viv leé)%ulenogllcol 0,2 M Cloreto de calcio dihidratado
5 — -
66 0,1 M HEPES sddio pH 8,2 26% viv leé)%ulenogllcol 0,2 M Cloreto de calcio dihidratado
5 — -
67 0,1 M HEPES sddio pH 8,2 28% viv leé)%ulenogllcol 0,2 M Cloreto de calcio dihidratado
68 | 0,1MHEPES sodio pHg,3 3070 VIV Potetllenoglicol | 5 v cioreto de calcio dinidratado
5 — -
69 | 0,1 M HEPES sodio pH 7,5 2870 VIV Poletlenoglicol g 4 v cioreto de calcio dinidratado
5 — -
70 | 0,1 M HEPES sodio pH 7,5 287 VIV Potetllenoglicol 1 6 15 cioreto de calcio diidratado
5 — -
71 | 0,1 M HEPES sodio pH 7,5 287 VIV Potetllenoglicol | 6 55 v cioreto de calcio diidratado
5 — -
72| 0,1 M HEPES sodio pH 7,5 287 VIV Poletlenoglicol | g 5y cioreto de calcio dinidratado
5 — -
73 15% piv Pgoggtcl)lenogllcol 0,28 M Malonato de dissédio pH 7,Q
5 — -
74 18% piv Pgoggglenogllcol 0,28 M Malonato de dissédio pH 7,0
5 —— -
75 20% piv Pgoggglenogllcol 0,28 M Malonato de dissédio pH 7,0
5 — -
76 22% plv Pgoggglenogllcol 0,28 M Malonato de dissédio pH 7,0
5 —— -
77 25% plv Pgoggglenogllcol 0,28 M Malonato de dissédio pH 7,0
5 — -
78 28% plv Pgoggglenogllcol 0,28 M Malonato de dissédio pH 7,0
79 20% plv Polietilenoglicol 0,15 M DL- malonato de dissddio
3.350 pH 7,0
80 20% plv Polietilenoglicol 0,20 M DL- malonato de dissddio
3.350 pH 7,0
81 28% plv Polietilenoglicol 0,20 M DL- malonato de dissddio
3.350 pH 7,0
82 20% plv Polietilenoglicol 0,24 M DL- malonato de dissddio
3.350 pH 7,0
83 20% plv Polietilenoglicol 0,28 M DL- malonato de dissddio
3.350 pH 7,0
— 5 — -
84 0,1 M Bis TgsSpropano pH| 15% p/v Pgoggtcl)lenogllcol 0.2 M Acetato de sédio
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Solucéo Tampéo Precipitante Sal
85 0,1 M Bis Tris propano pH| 20% p/v Polietilenoglicol 0.2 M Acetato de sédio
6,5 3.350
86 0,1 M Bis Tris propano pH| 28% p/v Polietilenoglicol 0.2 M Acetato de sédio
6,5 3.350
87 0,1 M Bis Tris propano pH| 15% p/v Polietilenoglicol 0.2 M Acetato de sédio
7,5 3.350
88 0,1 M Bis Tris propano pH| 20% p/v Polietilenoglicol 0.2 M Acetato de sédio
7,5 3.350
89 0,1 M Bis Tris propano pH| 28% p/v Polietilenoglicol 0.2 M Acetato de sédio
7,5 3.350
- - 3 — -
90 0,1 M Bis Tr7|35propano pH| 15% p/v Pgoggglenogllcol 0.2 M Acetato de sédio
- - 3 — -
91 0,1 M Bis Tr7|35propano pH| 20% p/v Pgoggglenogllcol 0.2 M Acetato de sédio
- - 3 — -
92 0,1 M Bis Tr7|35propano pH| 28% p/v Pgoggglenogllcol 0.2 M Acetato de sédio
- - 3 — -
93 0,1 M Bis Tgsopropano pH| 15% p/v Pgoggglenogllcol 0.2 M Acetato de sédio
- - 3 — -
94 0,1 M Bis Tgsopropano pH| 20% p/v Pgoggglenogllcol 0.2 M Acetato de sédio
95 0,1 M Bis Trésopropano pH| 28% p/v I;oggtt;lenogllcol 0.2 M Acetato de sédio
- - 5 = -
96 0,1 M Bis Tris propano pH| 15% p/v Polietilenoglicol 0.2 M Acetato de sédio
8,5 3.350
- - 5 — -
97 0,1 M Bis Tris propano pH| 20% p/v Polietilenoglicol 0.2 M Acetato de s6dio
8,5 3.350
- - 5 = -
98 0,1 M Bis Tris propano pH| 28% p/v Polietilenoglicol 0.2 M Acetato de sédio
8,5 3.350
- - 5 — -
99 0,1 M Bis Tris propano pH| 15% p/v Polietilenoglicol 0.2 M Acetato de sédio
9,5 3.350
- - 5 — -
100 0,1 M Bis TgsSpropano pH| 20% p/v Pgoggtcl)lenogllcol 0.2 M Acetato de sédio
- - 3 — -
101 0,1 M Bis TgsSpropano pH| 28% p/v Pgoggglenogllcol 0.2 M Acetato de sédio
- - 3 — -
102 0,1 M Bis Tris propano pH| 15% p/v Polietilenoglicol 0.2 M Acetato de sédio
9,5 3.350
3 — -
103 15% piv Pgoggglenogllcol 0,15 M Tartarato de sodio/potassio
5 — -
104 18% piv Pgoggglenogllcol 0,15 M Tartarato de sodio/potassio
5 — -
105 20% piv Pgoggglenogllcol 0,15 M Tartarato de sodio/potassio
5 = -
106 22% plv Zoggtt;lenogllcol 0,15 M Tartarato de sodio/potassio
5 = -
107 25% plv Zoggtt;lenogllcol 0,15 M Tartarato de sodio/potassio
5 = -
108 28% plv Zoggtt;lenogllcol 0,15 M Tartarato de sodio/potassio
5 = -
109 15% piv Zoggtt;lenogllcol 0,20 M Tartarato de sodio/potassio
5 = -
110 18% piv Zoggtt;lenogllcol 0,20 M Tartarato de sodio/potassio
5 — -
111 20% plv Pgoggtélenogllcol 0,20 M Tartarato de sodio/potassio
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Solucéo

Tampéo

Precipitante

Sal

22% plv Polietilenoglicol

112 3.350 0,20 M Tartarato de sodio/potassio
113 25% plv Z(?:Isigt(i)lenoglicol 0,20 M Tartarato de sodio/potassio
114 28% plv Z(?:Isigt(i)lenoglicol 0,20 M Tartarato de sodio/potassio
115 15% piv Z(?:Isigt(i)lenoglicol 0,25 M Tartarato de sodio/potassio
116 18% piv F;(')ggtci)lenoglicol 0,25 M Tartarato de sodio/potassio
117 20% piv Iz?ggtci)lenoglicol 0,25 M Tartarato de sodio/potassio
118 22% plv Iz?ggtci)lenoglicol 0,25 M Tartarato de sodio/potassio
119 25% plv Iz?ggtci)lenoglicol 0,25 M Tartarato de sodio/potassio
120 28% plv Iz?ggtci)lenoglicol 0,25 M Tartarato de sodio/potassio
121 15% piv Iz?ggtci)lenoglicol 0,30 M Tartarato de sodio/potassio
122 18% plv F;c.):lsigt(i)lenoglicol 0,30 M Tartarato de sodio/potassio
123 20% piv Z(?:Isigt(i)lenoglicol 0,30 M Tartarato de sodio/potassio
124 22% phv Z(?:Isigt(i)lenoglicol 0,30 M Tartarato de sodio/potassio
125 25% piv Z(?:Isigt(i)lenoglicol 0,30 M Tartarato de sodio/potassio
126 28% plv Z(?:Isigt(i)lenoglicol 0,30 M Tartarato de sodio/potassio
127 15% piv F;(')ggtci)lenoglicol 0,15 M tri-Ammonium citrate
128 18% piv Iz?ggtci)lenoglicol 0,15 M tri-Ammonium citrate
129 20% piv Iz?ggtci)lenoglicol 0,15 M tri-Ammonium citrate
130 22% plv Iz?ggtci)lenoglicol 0,15 M tri-Ammonium citrate
131 25% piv Iz?ggtci)lenoglicol 0,15 M tri-Ammonium citrate
132 28% plv Iz?ggtci)lenoglicol 0,15 M tri-Ammonium citrate
133 15% piv Z(?:Isigt(i)lenoglicol 0,18 M tri-Ammonium citrate
134 18% piv Z(?:Isigt(i)lenoglicol 0,18 M tri-Ammonium citrate
135 20% piv Z(?:Isigt(i)lenoglicol 0,18 M tri-Ammonium citrate
136 22% plv Z(.):Isigt(i)lenoglicol 0,18 M tri-Ammonium citrate
137 25% plv Z(.):Isigt(i)lenoglicol 0,18 M tri-Ammonium citrate
138 28% plv If;(?ggtci)lenoglicol 0,18 M tri-Ammonium citrate
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Solucéo

Tampéo

Precipitante

Sal

15% p/v Polietilenoglicol

139 3350 0,24 M tri-Ammonium citrate
140 18% piv Z(?:Isigt(i)lenoglicol 0,24 M tri-Ammonium citrate
141 20% piv Z(?:Isigt(i)lenoglicol 0,24 M tri-Ammonium citrate
142 22% plv Z(?:Isigt(i)lenoglicol 0,24 M tri-Ammonium citrate
143 25% plv F;(')ggtci)lenoglicol 0,24 M tri-Ammonium citrate
144 28% plv Iz?ggtci)lenoglicol 0,24 M tri-Ammonium citrate
145 15% piv Iz?ggtci)lenoglicol 0,30 M tri-Ammonium citrate
146 18% piv Iz?ggtci)lenoglicol 0,30 M tri-Ammonium citrate
147 20% piv Iz?ggtci)lenoglicol 0,30 M tri-Ammonium citrate
148 22% plv Iz?ggtci)lenoglicol 0,30 M tri-Ammonium citrate
149 25% plv F;c.):lsigt(i)lenoglicol 0,30 M tri-Ammonium citrate
150 28% plv Z(?:Isigt(i)lenoglicol 0,30 M tri-Ammonium citrate
151 15% phv Polietllenglicol | 0,50 M Malonato de dissédio pH 7,0
152 18% phv Polietllenoglicol | 0,50 M Malonato de dissédio pH 7,0
153 20% plv Potetlenoglicol | 4 50 M Malonato de dissédio pH 7.
154 22% plv Potetlenoglicol | 6 50 M Malonato de dissédio pH 7.
155 25% plv Iz?ggtci)lenoglicol 0,20 M Malonato de dissédio pH 7,0
156 28% plv Iz?ggtci)lenoglicol 0,20 M Malonato de dissédio pH 7,0
157 15% piv Iz?ggtci)lenoglicol 0,22 M Malonato de dissédio pH 7,0
158 18% piv Iz?ggtci)lenoglicol 0,22 M Malonato de dissédio pH 7,0
159 20% piv Iz?ggtci)lenoglicol 0,22 M Malonato de dissédio pH 7,0
160 22% plv Potetlenoglicol | 6 73 M Malonato de dissédio pH 7.
161 25% plv Potetlenoglicol | 6 73 M Malonato de dissédio pH 7.
162 28% plv Potetlenoglicol | 6 73 M Malonato de dissédio pH 7.
163 15% plv Polietllenoglicol | 0,54 M Malonato de dissédio pH 7,0
164 18% plv Polietllenoglicol | 0,54 M Malonato de dissédio pH 7,0
165 20% piv I?ggtci)lenoglicol 0,24 M Malonato de dissédio pH 7,Q
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Solucéo Tampéo Precipitante Sal
166 22% plv Potetlenoglicol | o 54 M Malonato de dissédio pH 7.
167 25% plv Potetlenoglicol | 6 54 M Malonato de dissédio pH 7.
168 28% plv Potetlenoglicol | 6 54 M Malonato de dissédio pH 7.

153



10.4 ANEXO IV

Tabela 27 - Solugbes preparadas no ROBOLAB par&finamento das condigcbes de
cristalizacdo da 6xHis-NahG. Das 72 solucdes peelaa; nas solugcdes numeradas de 49 a 72

obteve-se os melhores cristais.

Sgl:g Tampéo Precipitante Sal

1 0,4 M Fosfato de s6dio monobasico monohidratado, Bfato de
sadio dibasico / pH 6,9

5 0,8 M Fosfato de sddio monobasico monohidratado, Bfato de
sédio dibasico / pH 6,9

3 1,0 M Fosfato de sddio monobasico monohidratado, Efato de
sédio dibasico / pH 6,9

4 1,2 M Fosfato de sddio monobasico monohidratado, Efato de
sédio dibasico / pH 6,9

5 1,4 M Fosfato de s6dio monobasico monohidratado, Efato de
sédio dibasico / pH 6,9

6 1,8 M Fosfato de sddio monobasico monohidratado, Efato de
sédio dibasico / pH 6,9

7 2,0 M Fosfato de sGdio monobasico monohidratado, Bfato de
sadio dibasico / pH 6,9

8 2,2 M Fosfato de s6dio monobasico monohidratado, Bfato de
sadio dibasico / pH 6,9

9 2,4 M Fosfato de s6dio monobasico monohidratado, Bfato de
sadio dibasico / pH 6,9

10 0,4 M Fosfato de sédio_mo_nobésico monohidratado, Bfato de
sadio dibasico / pH 7,4

11 0,8 M Fosfato de sédio_mo_nobésico monohidratado, Efato de
sadio dibéasico / pH 7,4

12 1,0 M Fosfato de sédio_mo.nobésico monohidratado, Efato de
sédio dibasico / pH 7,4

13 1,2 M Fosfato de sédio_mo_nobésico monohidratado, Efato de
sédio dibasico / pH 7,4

14 1,4 M Fosfato de sédio_mo_nobésico monohidratado, Efato de
sédio dibasico / pH 7,4

15 1,8 M Fosfato de sédio_mo_nobésico monohidratado, Efato de
sédio dibasico / pH 7,4

16 2,0 M Fosfato de sédio_mo_nobésico monohidratado, Bfato de
sédio dibasico / pH 7,4

17 2,2 M Fosfato de sédio_mo_nobésico monohidratado, Bfato de
sédio dibasico / pH 7,4

18 2,4 M Fosfato de sédio_mo_nobésico monohidratado, Bfato de
sadio dibasico / pH 7,4

19 0,4 M Fosfato de sédio_mo_nobésico monohidratado, Bfato de
sadio dibasico / pH 8,0

20 0,8 M Fosfato de sédio_mo_nobésico monohidratado, Bfato de
sadio dibasico / pH 8,0

21 1,0 M Fosfato de sédio_mo_nobésico monohidratado, Bfato de
sadio dibasico / pH 8,0

22 1,2 M Fosfato de sédio_mo_nobésico monohidratado, Bfato de
sadio dibasico / pH 8,0
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Sgl:g Tampéo Precipitante Sal
23 1,4 M Fosfato de s6dio monobasico monohidratado, Efato de
sadio dibasico / pH 8,0
24 1,8 M Fosfato de s6dio monobasico monohidratado, Efato de
sédio dibasico / pH 8,0
o5 2,0 M Fosfato de sddio monobasico monohidratado, Bfato de
sédio dibasico / pH 8,0
26 2,2 M Fosfato de sGdio monobasico monohidratado, Bfato de
sédio dibasico / pH 8,0
27 2,4 M Fosfato de sédio_mo_nobésico monohidratado, Bfato de
sédio dibasico / pH 8,0
o8 0,4 M Fosfato de sédio_mo_nobésico monohidratado, Bfato de
sédio dibasico / pH 8,2
29 0,8 M Fosfato de sédio_mo_nobésico monohidratado, Efato de
sadio dibasico / pH 8,2
30 1,0 M Fosfato de sédio_mo_nobésico monohidratado, Efato de
sadio dibasico / pH 8,2
31 1,2 M Fosfato de sédio_mo_nobésico monohidratado, Bfato de
sadio dibasico / pH 8,2
32 1,4 M Fosfato de sédio_mo_nobésico monohidratado, Efato de
sadio dibasico / pH 8,2
33 1,8 M Fosfato de sédio_mo_nobésico monohidratado, Bfato de
sadio dibasico / pH 8,2
34 2,0 M Fosfato de sédio_mo_nobésico monohidratado, Bfato de
sadio dibasico / pH 8,2
35 2,2 M Fosfato de sédio_mo.nobésico monohidratado, Bfato de
sédio dibasico / pH 8,2
36 2,4 M Fosfato de s6dio monobasico monohidratado, Bfato de
sédio dibasico / pH 8,2
37 2%(vIv) 1,0 M Fosfato de sddio monobasico monohidratado, Bfato de
PEG 400 sédio dibasico / pH 8,2
38 4%(vIv) 1,0 M Fosfato de sddio monobasico monohidratado, Bfato de
PEG 400 sédio dibasico / pH 8,2
39 6%(v/v) 1,0 M Fosfato de sddio monobasico monohidratado, Bfato de
PEG 400 sédio dibasico / pH 8,2
20 8%(Vv/Vv) 1,0 M Fosfato de sddio monobasico monohidratado, Bfato de
PEG 400 sadio dibasico / pH 8,2
a1 10%(v/v) 1,0 M Fosfato de s6dio monobéasico monohidratado, Bfato de
PEG 400 sadio dibasico / pH 8,2
42 12%(v/v) 1,0 M Fosfato de s6dio monobéasico monohidratado, Bfato de
PEG 400 sadio dibasico / pH 8,2
43 0';:'\/'7-;;'5 ézlzje\r/(/)\ll 1,26 M Sulfato de ambnio
44 0';:'\/'7-;;'5 ézlzje\r/(/)\ll 1,5M Sulfato de ambnio
45 0';:'\/'7-;;'5 ézlzje\r/(/)\ll 2,0 M Sulfato de aménio
46 0,F1)|_|:A7T5r|s %leré)e\r/é\ll 1,26 M Sulfato de ambnio
47 0’F1)|_':/|7T5r's %ler?e\r/é\ll 1,5M Sulfato de ambnio
48 0’F1)|_':/|7T5r's %ler?e\r/é\ll 2,0 M Sulfato de ambnio
49 prl)l—l:AB-,r(;IS %ler?e\r/é\ll 1,26 M Sulfato de ambnio
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Solug

50 Tampéo Precipitante sal
50 0';|-||\A8T(;is gré)e\r/(l)\( 1,5M Sulfato de amdnio
51 O'pl)l—l:/ls-,r(;is ézlré)e\r/é\ll 2,0 M Sulfato de amdnio
52 0,F1)|_I:/I8',r5ris gré’e\r’é\( 1,26 M Sulfato de amonio
53 prl)l—l:/ls-,rsris g,ofe\r’é\( 1,5M Sulfato de ambnio
54 prl)l—l:/ls-,rsris g,ofe\r’é\( 2,0 M Sulfato de amdnio
55 prl)l—l:/lg-,r(;is gré’e\r’é\( 1,26 M Sulfato de aménio
56 0,;|_I:A9T(;is gré)e\r/(/)\{ 1,5M Sulfato de ambnio
57 0,;|J|\A9T(;is gré)e\r/(l)\( 2,0 M Sulfato de amdnio
o8 0,;|_I|\/I7"I'(;is é?:)?e\r/(l)\( 1,26 M Sulfato de aménio
59 0,;|J|\A7T(;is é?:)?e\r/(l)\( 1,5M Sulfato de amdnio
60 0,;|J|\A7T(;is é?:)?e\r/(l)\( 2,0 M Sulfato de amdnio
61 0,;|_I|\/I7"I'E:is é?:)?e\r/(l)\( 1,26 M Sulfato de aménio
62 0,2).|_|:/|7',I'5ris é?,o?e\r/cl,\( 1,5M Sulfato de ambnio
63 0,F1)|_I:/I7',r5ris écl)ré)e\r/c/)\ll 2,0 M Sulfato de amdnio
64 prl)l—l:/ls-,r(;is écl)ré)e\r/c/)\ll 1,26 M Sulfato de amonio
65 prl)l—l:/ls-,r(;is écl)ré)e\r/c/)\ll 1,5M Sulfato de ambnio
66 prl)l—l:/ls-,r(;is écl)ré)e\r/c/)\ll 2,0 M Sulfato de amdnio
67 0,;|_I?/I8"r5r>is é?ré)e\r/(/)\( 1,26 M Sulfato de amonio
68 0';|-||\A8TETS é?:)?e\r/(l)\( 1,5M Sulfato de amdnio
69 0';|-||\A8TETS é?:)?e\r/(l)\( 2,0 M Sulfato de amdnio
70 O';I-I:AQTSS é?:)?e\r/(l)\( 1,26 M Sulfato de aménio
& 0,;|J|\A9T(;is é?:)?e\r/(l)\( 1,5M Sulfato de amdnio
2 0,;|J|\A9T(;is é?:)?e\r/(l)\( 2,0 M Sulfato de amdnio
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