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Resumo 

O naftaleno é um dos hidrocarbonetos aromáticos policíclicos mais comumente 

encontrado no ambiente. A degradação do naftaleno por Pseudomonas putida G7 se 

deve à presença do plasmídeo NAH7, que codifica as enzimas da via superior 

envolvidas na conversão do naftaleno a salicilato, e às enzimas da via inferior 

envolvidas na conversão do salicilato a piruvato e acetato. Este trabalho buscou o 

entendimento das características estruturais e reacionais das enzimas NahC, NahF, 

NahI e NahG desta via. Em relação a NahC, este trabalho versou sobre estudos 

computacionais sobre o sítio ativo da NahC para avaliar a interação do centro metálico 

de ferro com os substratos 1,2-dihidroxinaftaleno e dioxigênio. Os estados de spin das 

estruturas que melhor descreveram os sistemas foram os estados singleto e tripleto 

para o complexo NahC-1,2-dihidroxinaftaleno e NahC-1,2-dihidroxinaftaleno-

dioxigênio, respectivamente. Cálculos ONIOM mostraram que os resíduos H200, 

H246 e Y256, presentes na segunda esfera de coordenação do metal, são 

potencialmente importantes para o mecanismo de catálise da NahC. Estudos de 

inibição do salicilato nas enzimas NahF e NahI foram realizados para melhor 

entendimento da participação dessas duas aldeído desidrogenases na via metabólica 

da Pseudomonas putida G7. O perfil de inibição mostrou um tipo misto de inibição em 

que o inibidor se liga tanto ao sítio de ligação do substrato quanto do cofator, sendo 

que a NahI exibe uma maior sensibilidade a essa inibição em relação a NahF. Em 

relação a NahG, o trabalho buscou um entendimento da dinâmica da alça proteica que 

afeta a catálise enzimática. Para isso, foram explorados estudos com cofatores 

truncados que mostraram mudanças nos valores de Kd e kcat consistentes com 

alterações na energia de interação do cofator FAD. Experimentos de mutação sítio 

dirigida na alça de ligação do FAD foram feitos, para avaliar resíduos importantes tanto 

na ligação do FAD quanto na catálise da enzima NahG. 

 

Palavras-chave: Biorremediação. Enzima. Inibição. Salicilato. Truncagem. 

 

 

 

 

 

 

 



 

Abstract 

Naphthalene is one of the most common polycyclic aromatic hydrocarbons in the 

environment. The degradation of naphthalene by Pseudomonas putida G7 is due to 

the presence of the NAH7 plasmid encoding the higher pathway enzymes involved in 

the conversion of naphthalene to salicylate and the lower pathway enzymes involved 

in the conversion of salicylate to pyruvate and acetate. This work aimed to understand 

the structural and reactional characteristics of NahC, NahF, NahI, and NahG of this 

pathway. In relation to NahC, this work focused on studies on the NahC active site to 

evaluate the interaction of the iron center with the 1,2-dihydroxynaphthalene and 

dioxygen substrates. The spin states of the structures that best described the systems 

were the singlet and triplet state for the NahC-1,2-dihydroxynaphthalene and NahC-

1,2-dihydroxynaphthalene-dioxygen complex, respectively. ONIOM calculations 

showed that residues H200, H246 and Y256 in the second coordination sphere of the 

metal are potentially important for the catalysis mechanism of NahC. Salicylate 

inhibition studies on the NahF and NahI enzymes were performed for a better 

understanding of the role of these two aldehyde dehydrogenases in the metabolic 

pathway of Pseudomonas putida G7. The inhibition profile showed a mixed type of 

inhibition wherein the inhibitor binds to both the substrate binding site and the cofactor, 

for which NahI exhibited a greater sensitivity to inhibition regard NahF. In relation to 

NahG, the work aimed to understand the protein dynamics and interactions with FAD 

affecting the enzymatic catalysis. The studies with truncated cofactors showed 

changes in Kd and kcat values consistent with changes in the interaction energy of the 

FAD cofactor. Site-directed mutation experiments in the FAD binding loop were 

performed to evaluate the role of important residues in both FAD binding and NahG 

enzyme catalysis. 
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1 INTRODUÇÃO GERAL  

Esta introdução consistirá em uma apresentação sobre o uso do petróleo e as 

características físico-químicas e reacionais dos hidrocarbonetos policíclicos 

aromáticos (HAPs) que o compõe. No âmbito da biorremediação desses compostos, 

também será apresentada uma descrição estrutural e reacional das enzimas foco 

deste trabalho, NahC, NahF, NahI e NahG, pertencentes à via de degradação do 

naftaleno na bactéria Pseudomonas putida da cepa G7 (PpG7). Essa bactéria adquiriu 

evolutivamente uma maquinaria enzimática capaz de utilizar os HAPs como única 

fonte de carbono, tornando-se, assim, um alvo interessante para a biorremediação. 

 Hidrocarbonetos Policíclicos Aromáticos 

Na sociedade moderna o petróleo é considerado um dos principais recursos 

naturais, sendo aplicado como matéria-prima para inúmeros insumos e, também, 

como fonte de energia. O petróleo é uma mistura complexa de uma miríade de 

moléculas orgânicas, sendo, em sua maioria, hidrocarbonetos alifáticos, alicíclicos e 

aromáticos e, em sua minoria, compostos nitrogenados, oxigenados, sulfurados e com 

íons metálicos.1,2 É do petróleo que a sociedade moderna extrai os principais 

combustíveis para veículos automotores, embarcações e aeronaves. Além disso, do 

refino do petróleo obtém-se diversos materiais para a fabricação de uma vasta gama 

de produtos de constante demanda, como parafinas, lubrificantes, mantas asfálticas, 

solventes orgânicos, plásticos, entre outros. 

A exploração do petróleo traz sérias consequências, devido a uma grande 

variedade de poluentes ser liberada no meio ambiente em decorrência de sua 

extração e o uso de seus derivados. Derramamentos de óleo cru durante perfurações 

em poços marítimos ou acidentes durante seu transporte são bastante conhecidos e 

bem reportados pela mídia devido às grandes dimensões que tais contaminações 

podem tomar. 



23 
  

 
 

 

Os hidrocarbonetos aromáticos policíclicos (HAPs) são compostos constituídos 

de dois ou mais anéis benzênicos ligados covalentemente. Esses compostos estão 

amplamente distribuídos no ambiente, sendo formados naturalmente a partir da 

combustão incompleta da matéria orgânica, do carvão, diesel e madeira.3 O HAPs 

também podem ser introduzidos no meio ambiente de forma antropogênica, como por 

exemplo, em derramamentos de derivados do petróleo e por processos industriais 

como a liquefação do carvão em alcatrão de hulha. Esses compostos são 

hidrofóbicos, possuem baixa solubilidade em água, sendo considerados de difícil 

remoção do meio ambiente.4,5 De fato, os HAPs encabeçam a lista Priority List de 

substâncias perigosas da EPA (Environmental Protection Agency, E.U.A.) (Figura 

1.1). 

 
Figura 1-1: Estrutura química dos dezesseis principais HAPs monitorados no meio 
ambiente pela EPA. Fonte: Adaptado de Habe, 2003.3 
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 Biorremediação 

Pelos aspectos relatados na seção 1.1, os HAPs persistem nos ecossistemas 

por anos, sendo um problema importante de saúde pública. Esses hidrocarbonetos 

possuem toxicidade conhecida nos seres humanos, causando diversos males à saúde 

como, por exemplo, câncer e a má-formação fetal.6 O metabolismo dos HAPs no 

organismo envolve uma série de enzimas presentes em todos os tecidos e que 

catalisam reações de oxidação, redução, hidrólise e conjugação. Alguns mecanismos 

foram propostos para a transformação dos HAPs em moléculas com um elevado 

potencial carcinogênico. Um dos mecanismos, ocorre via formação de diol-epóxidos, 

que envolve monooxigenases dependentes do citocromo P450 envolvidas na 

oxidação dos HAPs para formar epóxidos que podem reagir espontaneamente a 

fenóis ou, por ação de enzimas epóxido hidrolases, produzir di-hidrodióis (Figura 1.2). 

Os di-hidrodióis podem sofrer outra epoxidação, que leva à formação de di-hidrodióis 

epóxidos capazes de reagir com o DNA e, eventualmente, iniciar um processo 

mutagênico.7  

 

Figura 1-2: Mecanismo de ativação dos HAP, formação de adutos e danos ao DNA via a 
formação de diol-epóxidos. Fonte: Adaptado de Jacques, 2007.7 

 

Uma forma de degradar os HAPs em ambientes contaminados é através da 

biorremediação que, em linhas gerais, consiste na utilização de processo ou atividade 

biológica para transformar os contaminantes em substâncias inertes. Na 

biorremediação pode ser utilizada uma combinação de microrganismos, como por 
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exemplo, fungos ou bactérias, ou associação de enzimas isoladas capazes de 

degradar o poluente.8 Esta abordagem biotecnológica é geralmente mais segura, 

menos agressiva ao meio ambiente, além de ter uma boa relação custo-benefício 

quando comparada aos métodos de incineração e de lavagem do solo contaminado.9 

Desde 1950 vêm sendo isoladas bactérias capazes de degradar HAPs. Os 

principais gêneros são Pseudomonas, Aeromonas, Beijerinckia, Flavobacterium, 

Nocardia, Corynebacterium, Sphingomonas, Mycobacterium, Stenotrophomonas, 

Paracoccus, Burkholderia, Microbacterium, Gordonia, entre outros.10,11 A 

Pseudomonas putida cepa G7 possui o plasmídeo Nah7, responsável por codificar 

uma sequência de enzimas capazes de degradar o naftaleno. A sequência completa 

e os genes integrantes deste plasmídeo estão disponíveis no banco de dados de 

nucleotídeos do National Center for Biotechnology Information (NCBI).12 A enzimas 

codificadas pelo plasmídeo Nah7 são classificadas em duas vias: superior e inferior. 

A via superior dispõe das enzimas que catalisam a conversão do naftaleno em 

salicilato e a via inferior daquelas que catalisam a conversão do salicilato em piruvato 

e acetaldeído, que podem ser convertidos em acetil coenzima A (Esquema 1.1). 
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Esquema 1-1: Via metabólica de degradação do naftaleno da bactéria Pseudomonas 
putida da cepa G7 (PpG7). Em destaque, as reações catalisadas pelas enzimas que 
serão estudadas neste trabalho. Fonte: o autor. 

 

Apesar da via metabólica da PpG7 ser bem descrita, os mecanismos das 

reações catalisadas pela maioria dessas enzimas, assim como suas estruturas 

tridimensionais, não estão bem estabelecidas. A compreensão dos mecanismos de 

catálise possibilita uma melhor racionalização para aplicações dessas enzimas em 

bases tecnológicas, seja na aplicação em ambientes contaminados, seja na obtenção 

de compostos de maior valor comercial por rotas simplificadas.13 Além disso, o uso de 

enzimas provê um sistema simplificado e controlado em detrimento ao uso do 

microrganismo inteiro, pois as enzimas catalisam reações específicas sem gerar 

subprodutos indesejáveis. Mesmo as enzimas, após algum tempo, são removidas do 

ambiente pela degradação realizada pelos próprios microrganismos do meio. 

As próximas seções detalharão quais fatores estruturais e propriedades físico-

químicas influenciam o funcionamento das enzimas estudadas neste trabalho. O foco 

será o entendimento de como essas enzimas interagem com o substrato, e de como 
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estas interações, em nível molecular, influenciam no comportamento catalítico 

apresentado por elas. 
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 Objetivos Gerais 

Esta tese teve como objetivo geral o estudo de fatores que envolvem o 

mecanismo de catálise, avaliação da interação enzima cofator e controle inibitório de 

enzimas da via de degradação do naftaleno. 

A abordagem envolveu três classes e quatro enzimas diferentes da via: 

 Classe Enzima da via 

1 Dioxigenase dependentes de 

Fe2+ 

1,2-Dihidroxinaftaleno dioxigenase – 

NahC 

2 Monooxigenases 

flavodependentes 

Salicilato hidroxilase – NahG 

3 Aldeído desidrogenases Salicilaldeído desidrogenase – NahF 

2-Hidroximuconato semialdeído 

desidrogenase – NahI 
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2 EXTRADIOL DIOXIGENASES E A NAHC 

A enzima NahC é uma extradiol dioxigenase ferro-dependente pertencente à 

superfamília das quelantes do oxigênio vicinal (QOV).14 A NahC catalisa a conversão 

do composto 1,2-dihidroxinaftaleno em ácido 2-hidróxi-2H-cromeno-2-carboxílico 

conforme mostrado na Figura 2.1. 

 

Figura 2-1: Reação de conversão do 1,2-dihidroxinaftaleno em ácido 2-hidroxi-2H-

cromeno-2-carboxílico catalisada pela NahC. Fonte: o autor. 

A superfamília de metaloproteínas quelantes de oxigênio vicinal (QOV) 

apresentam um ambiente de coordenação de metal com dois ou três locais de 

coordenação vacantes de fácil acesso para promover a participação eletrofílica direta 

do íon metálico na catálise. Nesse ambiente químico, o centro metálico coordena um 

substrato orgânico, intermediário ou estado de transição, através de ambos os átomos 

de oxigênio vicinais do substrato, por exemplo, os grupos hidroxila do substrato são 

tipicamente quelados no sítio ativo contendo Fe2+ nas dioxigenases.15  

O domínio estrutural que compõe esses locais é constituído de uma fita beta 

seguida de uma hélice alfa e de uma folha beta constituída por três fitas (βαβββ). Os 

resíduos de aminoácidos presentes no interior da região βαβββ pareadas são ideais 

para a formação de uma geometria bipiramidal entre o metal e o ligante. 
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Figura 2-2: Estrutura cristalográfica do homodímero da glioxilase (PDB 1BLY) que 
degrada bleomicina. A estrutura conservada βαβββ está destacada em azul (motivos 

em conformação ) e vermelho (motivo -helicoidal). Fonte: adaptado de Bergdoll et al, 

1998.16 

Os resíduos de aminoácidos que se coordenam ao metal em a todas as 

extradiol dioxigenases são dois resíduos de histidina e um grupo carboxilato do 

resíduo de glutamato ou aspartato que compõem a tríade facial (2H1C) conforme 

ilustrado na Figura 2-3. 
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Figura 2-3: Ambiente de coordenação do Fe2+ formado por dois resíduos de histidina e 
um grupo carboxilato na enzima alfa-cetoglutarato, PDB: 1OS7.Fonte: o autor. 

 

Além da tríade 2H1C, as extradiol dioxigenases possuem outros resíduos de 

aminoácidos conservados. Há uma histidina no sítio ativo (H240), que possui a função 

de fornecer estabilização do complexo substrato-enzima durante a catálise oxidativa 

do substrato. Há ainda uma tirosina altamente conservada no sítio ativo (Y249), que 

participa da ligação de hidrogênio com o substrato catecólico, conforme visto na figura 

2-4.16  
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Figura 2-4: posição espacial das cadeias laterais dos resíduos altamente conservados 
Y249, H194 e H240 da BphC, PDB: 1KW6. Fonte: o autor. 

 

A maioria das enzimas dioxigenase intradiol e extradiol contém duas ou mais 

subunidades e são comumente encontradas como dímeros e tetrâmeros. Dentro de 

uma única subunidade, as extradiol dioxigenases tipo I contêm quatro cópias 

estrutural βαβββ.17 Duas das cópias são encontradas dentro do primeiro domínio N-

terminal e duas no segundo domínio catalítico da porção C-terminal. Duas estruturas 

βαβββ são mantidas unidas por meio de interações hidrofóbicas, que são o produto 

das interações entre os resíduos de aminoácidos apolares conservados. Essas 

interações promovem uma forma de funil de 20 Å de comprimento em cada um dos 

domínios conforme figura 2.5 a .18 O funil do domínio C-terminal contém o íon ferro 

(II), que está ligado à tríade facial 2H1C. Um resíduo de histidina é encontrado na 

primeira fita-β da terceira cópia da estrutura βαβββ que se encontra dentro do domínio 

C-terminal, enquanto os resíduos de histidina e glutamato estão localizados na 

primeira e quarta fitas-β, respectivamente, da quarta cópia do motivo βαβββ figura 2.5 

b.19 
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a)                                                                       b) 

Existem vários exemplos de substratos que se ligam de forma bidentada ao 

ferro (II) resultando em um sistema pentacoordenado pronto para ligação da molécula 

do dioxigênio (Figura 2-6). Na maioria das vezes, o sistema hexacoordenado de ferro 

(II) não é reativo ao dioxigênio,20 indicando que a natureza utiliza dessa estratégia 

para controlar a formação de espécies de oxigênio nos sistemas vivos por meio da 

química de coordenação. 
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Figura 2-5: Estrutura do sítio ativo da 2,3-dihidroxibifenil 1,2-dioxigenase sem o 
substrato, mostrando os principais resíduos de aminoácidos conservados do sítio ativo 
e o ambiente de coordenação do íon ferro (II). Fonte:Vaillancourt et al, 2006.21 

A partir das análises dos dados cristalográficos e cinéticos das extradiol 

dioxigenases foi proposto o mecanismo mostrado no esquema 2.1. Inicialmente ocorre 

a complexação do substrato catecólico com o cofator ferro (esquema 2.1), deslocando 

duas de suas moléculas de água. A complexação favorece a perda de uma molécula 

de água adicional levando à espécie pentacordenada (A), que se liga ao oxigênio 

molecular (B). Em seguida, ocorre a transferência de elétrons da hidroxila ligada ao 

ferro para o catecol, levando à formação de um intermediário semiquinona-Fe(II)-

superóxido (C, D). Esse intermediário reage para formar um segundo intermediário 

ferro-alquilperóxido, que sofre a migração de um grupo alquenila e o rompimento da 

ligação O-O (rearranjo de Criegee) (E). Desta reação forma-se um terceiro 

intermediário lactona insaturada, que sofre hidrólise na última etapa para formar o 

produto da reação (F, G).16,18,22,23 
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Esquema 2-1 Mecanismo proposto para extradiol dioxigenases ilustrando os estados 
intermediários importantes na oxidação de catecóis. Detalhes sobre o mecanismo 
podem ser encontrados no texto. Fonte: Christian 2012.22 

Em 2002, Vaillancourt et al. forneceram evidências para um complexo enzima 

substrato monoaniônico através do uso de espectroscopia de ressonância Raman e 

UV-vis.24 Os dados de ressonância Raman mostraram que a forma monoaniônica do 

substrato foi a mais efetiva na formação do complexo enzima-substrato. Acredita-se 

que o estado de protonação do catecol pode diminuir o potencial de redução ferro (III) 

/ ferro (II). Quando o catecol existe na forma monoaniônica, tem-se uma carga neutra 

no complexo com o ferro (II) sendo: uma carga negativa proveniente do resíduo de 

glutamato no 2H1C, e a segunda carga negativa decorrente do substrato ligado. Isso 

permite que o ferro (II) possa deslocar a densidade eletrônica do catecol para o 

dioxigênio ligado,25 criando uma região mais densa em elétrons no complexo ferro (II)-

substrato que pode facilitar a oxidação de metais e a doação de elétrons para o 

dioxigênio.  
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A importância dos resíduos de aminoácidos na tríade 2H1C para as enzimas é 

evidente, mas a escolha do íon metálico também é importante para a funcionalidade 

ideal. Experimentos de substituição de metal foram realizados em uma série de 

enzimas para fornecer uma visão sobre o papel específico do íon ferro (II). Bleijlevens 

et al. relataram a substituição por cobre (II) e cobalto (II) na enzima AlkB, uma enzima 

de alquilação e reparo de DNA, Hausinger e colaboradores substituíram o centro de 

ferro (II) da dioxigenase alfa-cetoglutarase, TauD, por vários metais de transição, 

dentre eles, o zinco (II), níquel (II), cobre (II) e cobalto (II), mostrando que a maioria 

desses íons metálicos tinham afinidades aparentes mais baixas para o sítio ativo 

2H1C do que o íon ferro (II).26 Uma situação interessante é observada para as 

extradiol dioxigenases 2,3-homoprotocatecolato dioxigenase (HPCD) e Mn-HPCD, 

enzimas homólogas de diferentes espécies, que clivam o anel aromático do 3,4-

dihidroxifenilacetato utilizando centros metálicos ferro (II) e manganês (II), 

respectivamente. Os dois metais podem ser facilmente intercambiados mantendo a 

atividade catalítica. 27 Além disso, a substituição do ferro (II) por cobalto (II) em HPCD 

resultou em uma enzima altamente ativa na catálise da clivagem de catecol.28 Estes 

são casos atípicos em termos de troca de metal e a grande maioria das enzimas não 

apresenta atividade quando o ferro (II) é substituído por manganês (II).  

Parece que a evolução das extradiol dioxigenases levou ao ajuste perfeito do 

potencial de redução do ferro (II), permitindo que o O2 seja facilmente ativado. No 

entanto, esse fator não explica o porquê do manganês (II) e cobalto (II) poderem ser 

substituídos no sítio ativo sem detrimento da catálise. Potenciais redox para 

manganês (II) (1,51 V) e cobalto (II) (1,92 V) são mais do que o dobro do potencial do 

ferro (II) (0,77 V), o que tornaria os íons divalentes de manganês e cobalto fracos 

candidatos para a ativação de O2.28 Estudos teóricos com essas enzimas sugerem 

que o manganês (II) sofre uma transição de spin após a ligação do dioxigênio para 

produzir uma reação coordenada mais favorável. Isso poderia sugerir diferenças 

eletrônicas sutis no mecanismo de ação dessas enzimas.29,30  

Um trabalho de modelagem molecular com uma extradiol dioxigenase por Meier 

e colaboradores combinou estudos teóricos QM e dados experimentais para 
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determinar o mecanismo reacional da 2,3-catecol dioxigenase.31 A partir dos dados 

obtidos pelas técnicas espectroscópicas, UV-Vis, UV-Vis-stopped-flow, Mössbauer e 

ressonância paramagnética eletrônica (EPR) e cálculos de teoria do funcional de 

densidade (DFT), os autores propuseram que uma espécie hidroperóxido-Fe(III) 

distalmente protonada forma-se no sítio ativo e a clivagem do anel extradiol ocorre a 

partir deste intermediário levando aos produtos. Eles também observaram, por 

mutação sítio-dirigida, que a mutação H200C desestabiliza eletrostaticamente a 

hidroxila do carbono 1 do substrato e o intermediário hidroperóxido-Fe(III). 

 

 

Figura 2-6: Sobreposição de estruturas cristalográficas mostrando o sítio ativo da 
enzima 2,3-dioxigenase e comparando a estabilização do intermediário na enzima 
nativa versus o mutante H200C. Fonte: Meier et al, 2015.31 

A modelagem do sítio ativo de uma enzima por cálculos teóricos tem sido útil 

para racionalizar o direcionamento dos orbitais do sistema reacional de interesse.32 

Há diversos estudos teóricos de mecânica quântica (QM) que avaliam sistemas 

envolvendo a coordenação do íon ao sítio ativo da enzima e o caminho reacional que 

modela os possíveis intermediários e estados de transição presentes na catálise 

enzimática.33,34  



38 
  

 
 

 

No que refere às enzimas da família de extradiol dioxigenases, Dong e 

colaboradores modelaram a ligação do substrato na primeira esfera de coordenação 

do íon Fe2+ no sítio ativo da aminofenol dioxigenase.35 Os autores avaliaram as 

energias das estruturas otimizadas dos adutos e dos estados de transição utilizando 

QM/MM conforme apresentado na figura 2-8. Eles concluíram que a ligação do 

substrato é um fator crucial na ativação do dioxigênio e propuseram que a etapa de 

abertura do anel pode ser a etapa determinante na reação. 

 

Figura 2-7: (a): Estruturas otimizadas dos adutos Fe-O2 e comprimentos das ligações 
entre os átomos envolvidos na reação; (b): Estruturas otimizadas dos estados de 
transição e comprimentos das ligações entre os átomos envolvidos na reação de 
clivagem oxidativa de 2-aminofenol pela 2-aminofenol dioxigenase. Fonte: Dong et al.30 

Os métodos computacionais contemporâneos são ferramentas elegantes para 

interpretação e complementação de informações experimentais, além de produzir 

detalhes sobre o mecanismo reacional que não são diretamente evidentes em estudos 

experimentais. Dentre os métodos computacionais empregados nas últimas décadas 

ressalta-se a modelagem de “cluster” usando mecânica quântica (QM), mecânica 
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quântica / mecânica molecular (QM / MM) e QM / MM implementada com dinâmica 

molecular (MD). As metodologias de QM incluem metodologias ab initio e da teoria do 

funcional de densidade (DFT).36 Com isso, combinar métodos de campo de força ab 

initio QM e MM abre uma vasta área de aplicações na descrição da termodinâmica e 

catálise e até mesmo dependente do tempo quando combinados à MD. 

A modelagem de processos bioquímicos ou biofísicos envolve um nível de 

complexidade que desafia esse campo de pesquisa pois, o modelo molecular 

adequado e uma metodologia de química quântica suficientemente precisas são 

fundamentais. Por exemplo, na catálise enzimática, faz-se necessário saber quais 

resíduos da proteína são importantes para representar o sítio ativo, o papel de 

moléculas de água explícitas e contra-íons, além dos potenciais mecanismos de 

reação que precisam ser considerados.37 As técnicas de análise estrutural 

(cristalografia de proteínas, RMN, criomicroscopia, etc) são importantes ferramentas, 

fornecendo modelos estruturais que podem inclusive representar as várias etapas no 

processo catalítico. Dependendo do tamanho do modelo e dos recursos 

computacionais disponíveis, deve-se então escolher uma metodologia da química 

quântica com precisão adequada. Para um determinado sistema enzimático, o ponto 

de partida pode acabar fornecendo uma visão significativa sobre os mecanismos 

catalíticos e até energias de ativação precisas. Não é incomum que os efeitos do 

ambiente químico (o restante da proteína, águas explícitas, contra-íons e solvente) 

devam ser considerados, assim como os efeitos de temperatura finita e entropia.38 

O primeiro modelo que geralmente é utilizado para obter uma visão mecanística 

de uma enzima é conhecido como a abordagem de "cluster" ou somente "QM", que 

tem sido um dos métodos preferidos para elucidar reações e propriedades 

enzimáticas usando sistemas químicos relativamente simples. Este modelo aborda 

quanticamente uma parte significativa da enzima, isto é, o sítio ativo e os resíduos 

circundantes relevantes para o curso das reações enzimáticas. Uma modelagem 

enzimática adequada deve conter todos os átomos que participam da quebra e 

formação de ligações químicas e os resíduos responsáveis pela estabilização e 

ligação do substrato ou manutenção de sua configuração, ou seja, resíduos que 
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estabelecem interações eletrostáticas substanciais de curto e longo alcance. Um 

modelo de cluster QM é construído a partir de um modelo estrutural disponível em um 

banco de dados, tal como, o “Protein Data Bank” (PDB). Dados com altas resoluções 

(< 2 Å) podem ser essenciais para a escolha das estruturas iniciais, embora a estrutura 

do verdadeiro sítio ativo nem sempre coincide com os sítios de ligação in vitro.34,39–41 

No modelo QM-cluster, é necessário fixar alguns dos átomos periféricos em suas 

posições cristalográficas. Além disso, deve-se incluir os efeitos da proteína 

circundante e do solvente por meio do uso de um contínuo dielétrico, tal como o 

PCM.42 De qualquer modo, o modelo escolhido contém apenas um número limitado 

de átomos, normalmente algumas centenas, em comparação aos milhares, ou 

centenas de milhares, que constituem uma enzima. Essa restrição está diretamente 

ligada ao poder computacional disponível e ao método químico-quântico empregado. 

Portanto, a seleção do sistema, denominado truncado, é um dos problemas mais 

significativos na modelagem de “cluster”.  

A estratégia convencional para modelar a influência eletrostática do ambiente 

de proteína é assumir um meio polarizável homogêneo, usando uma constante 

dielétrica. 29,30,43 Apesar do modelo de solvatação contínua ter muitas vantagens para 

uma descrição dos efeitos de solvatação, a escolha da constante dielétrica parece 

arbitrária. Encontrar a constante dielétrica correta prova ser ainda bastante 

problemático, como por exemplo, na proximidade de sítios ativos polares e carregados 

negativamente em enzimas de molibdênio.44 No entanto, à medida que modelos 

maiores são empregados, a escolha de constante dielétrica torna-se cada vez menos 

importante. 

Em suma, há vários pontos que devem ser observados ao construir um modelo 

de “cluster”, e essa tarefa não é trivial, deve-se atentar ao método QM a ser usado 

(métodos ab initio, DFT ou SQM; a necessidade de correções de dispersão) nos 

parâmetros computacionais (estados de rotação, conjuntos de base, conjuntos de 

bases auxiliares, índices de convergência do campo autoconsistente sendo a sigla 

(SCF) e critérios de convergência de geometria).   
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Vários trabalhos foram desenvolvidos para explorar o mecanismo catalítico em 

enzimas usando o modelo QM-cluster.42,43,45,46 Mesmo quando esses estudos 

forneceram uma descrição correta das vias catalíticas e o papel do ambiente da 

proteína no mecanismo catalítico, a aproximação da interação de longo alcance por 

um contínuo dielétrico pode afetar os perfis de energia. Em tais casos, outros métodos 

como QM /QM ou mesmo QM / MM podem ser necessários. O modelo QM-cluster 

pode fornecer uma visão mecanicista convincente, mas expandir o modelo em uma 

estrutura QM / MM pode ser muito interessante para detalhamento do que foi proposto 

pelo modelo de “cluster”.47 Embora modelos moleculares relativamente grandes 

tenham sido estudados apenas pelos métodos QM, o emprego de outros métodos 

para simular sistemas maiores é inevitável com os hardwares e softwares 

contemporâneos. Metodologias híbridas QM/MM foram desenvolvidas para tais 

sistemas complexos, em que uma pequena parte do sistema é tratada com QM, 

enquanto os métodos clássicos de campo de força são normalmente empregados 

para o resto do sistema.48 Essa combinação de mecânica quântica/mecânica 

molecular é utilizada desde o trabalho pioneiro de Warshel e Levitt em 1976, laureados 

em 2013 com o prêmio Nobel em Química. 

Existem três aspectos essenciais a serem considerados no estudo dos 

mecanismos enzimáticos por modelos QM/MM: primeiro, como se dá a interação entre 

QM e as regiões MM tratadas; segundo, como tratar as ligações covalentes entre os 

átomos no limite QM / MM e; por fim, como calcular a energia total. É interessante 

estender o modelo, na maioria das vezes, usando métodos híbridos QM /MM para 

incorporar os efeitos da proteína e do solvente, pois o papel da água pode ser crucial. 

As reações enzimáticas podem ser estudadas por cálculos puros de QM, o que 

requer que o sítio ativo seja extraído para simplificar o cálculo. A abordagem QM 

permite estudar os aspectos intrínsecos das reações enzimáticas, mas o ambiente 

proteico às vezes exerce uma influência considerável na reação. Em comparação com 

o tratamento QM puro, modelos ONIOM permitem a análise de um número muito 

maior de átomos no sistema, fornecendo assim imagens mais realistas das enzimas. 

Um progresso significativo foi feito em vários aspectos técnicos do ONIOM e, portanto, 
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as reações enzimáticas podem ser exploradas com eficiência e eficácia usando 

modelos realistas. 

Hirao e Morokuma empreenderam extensos estudos ONIOM (B3LYP: 

AMBER), para obter uma compreensão detalhada das espécies reativas de 

superóxido férrico e para elucidar como o mio-inusitol (MI) é convertido em uma 

dioxigenase denominada MIOX.49 

 

Figura 2-8: Conversão do mio-inositol em glicuronato pela dioxigenase MIOX. Fonte: 
Hirao 2009 49 

  

O potencial efetivo de caroço SDD foi usado para o Fe e o conjunto de bases 

6-31G* foi empregado para os outros átomos. Para cálculos no ponto, o conjunto de 

base usado foi o TZVP. Os cálculos ONIOM sugeriram que a espécie de superóxido 

férrico tem uma geometria bem direcionada e um valor de spin S= ½. Ambos os íons 

de ferro têm estados de spin alto e são antiferromagneticamente acoplados. A figura 

2.10 mostra a mudança na geometria do centro metálico durante o processo de 

clivagem da ligação C-H do substrato. 
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Figura 2-9: Mudança geométrica durante a etapa de clivagem C–H catalisada pela MIOX. 
Fonte: Hirao 200949 

Os cálculos do ONIOM identificaram ainda o papel essencial desempenhado 

pelo ambiente de proteína em torno do sítio ativo. Quando os cálculos DFT foram 

empregados para um modelo truncado sem incluir o ambiente de proteína, o “cluster” 

do sítio ativo entrou em colapso após a clivagem da ligação O–O. Para evitar esse 

colapso estrutural indesejado, o substrato MI deve ser ancorado em uma posição 

apropriada o que pode ser feito por meio de interações do tipo ligação de hidrogênio 

entre os grupos hidroxila do MI e os resíduos circundantes, bem como a restrição 

estérica imposta pela proteína. 

Os trabalhos reportados sobre as extradiol dioxigenases levantam vários 

questionamentos, dentre eles: a função dos resíduos de aminoácidos da segunda 

esfera de coordenação do metal; se há formação de intermediário hidroperóxido Fe(III) 

e quais outros intermediários são formados no mecanismo de reação; quais 

propriedades físico-químicas do sítio ativo que favorecem a reação; durante o 

mecanismo reacional se ocorre via a formação de um intermediário epóxido, esses 

pontos em aberto são a motivação do trabalho com a NahC. 
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 Objetivos 

Em relação aos objetivos específicos referentes aos estudos com a dioxigenase 

Fe(II)-dependente NahC, temos: 

• Otimizar as estruturas e definir o estado de spin mais provável para 

diferentes espécies envolvidas na catálise. 

• Determinar via cálculos QM/MM, quais resíduos do sítio ativo são 

importantes no mecanismo reacional. 

• Determinar as espécies intermediárias na reação e propor um 

mecanismo reacional para a oxidação do 1,2-dihidroxinaftaleno. 
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 Metodologia 

A partir da estrutura determinada por Eltis e colaboradores por cristalografia de 

raio x e depositada no PDB, com o código 2EI1, foram criados modelos simplificados 

do sítio ativo, levando em consideração a primeira esfera de coordenação do Fe2+ 

(figura 2.11). Para o modelo simplificado, considerou-se em cada cálculo os estados 

de spin total: singleto, tripleto e quinteto. As estruturas foram otimizadas usando o 

programa ORCA50 pelo método de QM. A metodologia DFT (Density Functional 

Theory) baseou-se no funcional híbrido de três parâmetros de Becke com as 

correções de gradiente fornecidas pelos funcionais de Lee, Yang e Parr B3LYP 51e 

para o íon Fe2+ utilizou as funções de bases auxiliares def2-TZVP para otimização. 

Restrições de coordenadas congeladas foram aplicadas às coordenadas atômicas 

dos átomos de carbono terminais do modelo a fim de considerar os efeitos restritivos 

conformacionais do ambiente proteico. As sobreposições entre as estruturas 

otimizadas e a depositada no PDB foram utilizadas como indicativo da correta 

definição do estado de spin total. Utilizou-se o propka para adição dos hidrogênios na 

estutura cristalográfica, o propka é um servidor que auxilia na obtenção e definição 

dos estados de protonação dos resíduos de aminoácidos nas proteínas em função do 

pH.52 A nossa escolha foi a utilização  de um pseudopotencial de caroço (ECP- 

Effective core potencial) para o átomo de ferro. O efeito relativístico é mais importante 

nos elétrons de caroço, por isso o potencial efetivo de caroço leva em conta efeitos 

relativísticos escalares. 

 

A abordagem teórica considerou a simplificação do sítio ativo pela construção 

de um modelo enzimático levando em conta a primeira esfera de coordenação do sítio 

ativo, sendo H152, H215, E266, Fe II e o 1,2 dihidróxinaftaleno (figura 2.11). Essa 

metodologia é usualmente utilizada em trabalhos teóricos que envolvem enzimas 

metalo-dependentes.35,53,54 
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Figura 2-10: (A) Estrutura cristalográfica da extradiol dioxigenase (B) Modelo estrutural 
do sítio ativo NahC construído a partir da mesma enzima (PDB 2EI1). Fonte:o autor 

 

Para o cálculo QM/MM utilizou-se a estrutura depositada no PDB após adição 

dos hidrogênios nessa estrutura, utilizando o programa molprobity 

(http://molprobity.biochem.duke.edu). A partir dessa estrutura, utilizou o cálculo 

ONIOM, sendo que a parte QM do cálculo ONIOM foi descrita pelo mesmo nível de 

teoria B3LYP empregado no sistema modelo de “cluster” truncado e a parte MM foi 

descrita com o campo de força universal UFF. A parte QM incluiu os mesmos resíduos 

e moléculas de água do sítio ativo da estrutura cristalográfica. Átomos de hidrogênio 

foram usados como átomos de ligação conectando as duas partes QM e MM. 

 

 

 

 

http://molprobity.biochem.duke.edu/
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 Resultados e Discussão 

Conforme reportado por Lipscomb e Que (2003)55, para o mecanismo de 

catálise das extradiol dioxigenases, a coordenação do dioxigênio produz um 

intermediário ferroperóxido em ponte, seguido por um rearranjo do tipo Criegee, onde 

o estado de transição envolve a quebra concertada das ligações O-O e C-C do 

substrato. Já Bugg e colaboradores (2001) sugeriram um mecanismo alternativo para 

a formação da lactona,20,56 em que o peróxido se ligaria ao catecol e ao centro metálico 

Fe (II), sendo em seguida clivado heteroliticamente por um ataque nucleofílico do 

sistema-π do catecol, produzindo o epóxido, que leva à lactona. Esta segunda 

proposta também é suportada por dados cristalográficos com um análogo do 

substrato.57 Com isso, este trabalho fará uma análise teórica dos intermediários 

reacionais do ciclo de catálise da NahC. 

A abordagem teórica considerou a simplificação do sítio ativo pela construção 

de um modelo enzimático levando em conta a primeira e a segunda esfera de 

coordenação do Fe2+ no sítio ativo. Essa metodologia é usualmente utilizada em 

trabalhos teóricos que envolvem enzimas metalo-dependentes.33,3734 

A estrutura depositada no PDB com o código 2EI1 foi utilizada para criar 

modelos truncados do sítio ativo, que levam em consideração a primeira esfera de 

coordenação do Fe2+. O sítio ativo é constituído por uma tríade de aminoácidos, a 

saber, duas histidinas e um carboxilato, coordenados ao íon metálico além do 

substrato. O modelo considera a estrutura do substrato ligado pois, conforme 

reportado anteriormente, promove a ativação da inserção do dioxigênio, gerando um 

intermediário superóxido.58 Além disso, o modelo apresenta geometria 

pentacoordenada,59 podendo apresentar três possibilidades de spin total: singleto, 

tripleto e quinteto.  

Sabe-se que os substratos, na forma de um monoânion, se ligam de forma 

bidentada ao ferro (II). Isso ocorre pois o complexo enzima-substrato tem sua carga 
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estabilizada pelo centro ferro (II) e ligantes de carboxilato e catecolato carregados 

negativamente.61 Além disso, evidências espectroscópicas indicam que a ligação do 

substrato se dá na forma monoaniônica. Estudos com técnicas de espectroscopia 

Raman indicam que um próton permanece no catecol coordenado ao Fe (II)28, o que 

justifica essa escolha nos modelos do substrato na forma monoaniônica.  

As sobreposições entre as estruturas otimizadas e a depositada no PDB foram 

utilizadas como indicativo da correta definição do estado de spin total (Figura 2.12). A 

melhor sobreposição estrutural foi a do estado de spin total singleto. Além disso, o 

estado singleto foi o que melhor descreveu o dado experimental em termos de 

comprimento de ligação metal-ligante e foi a estrutura com a menor ∆E.  

 a) S=0 ΔE(kcal/mol)= 0      b)  S=1 ΔE(kcal/mol)= +2,7      c) S=2 ΔE(kcal/mol)=+26,0 

  

 

 

Os cálculos das estruturas com o oxigênio molecular coordenado ao íon ferro 

(II) foram feitos levando em conta o acoplamento do estado singleto do Fe (II) com o 

estado tripleto do dioxigênio. Esse tipo de combinação resulta em estados de spin 

total septeto, quinteto ou tripleto. O resultado da sobreposição das estruturas 

otimizadas com o dado cristalográfico não foi coerente com o obtido anteriormente 

para o estado singleto. Entretanto, dentre os três estados de spin total, o estado 
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tripleto foi o que melhor sobrepôs ao dado cristalográfico, conforme visto na figura 

2.12. 

 a) S=1 ΔE(kcal/mol)= 0      b)  S=2 ΔE(kcal/mol)= +0,34    c) S=3 ΔE(kcal/mol)=+0,38 

A sobreposição das estruturas otimizadas com o dado obtido por cristalografia, 

mostrou que o melhor resultado obtido com a inserção do oxigênio molecular indica 

que a reação passa espécie no estado tripleto. Tal observação difere do dado obtido 

para a salicilato dioxigenase (SDO) de Pseudaminobacter salicylatoxidans, que 

envolve o estado quinteto.60 Isso pode ser devido ao fato dessa SDO clivar o substrato 

na ligação intradiol, enquanto a NahC o faz na ligação extradiol.61 Essa mudança de 

posição de quebra de ligação pode estar relacionada ao estado de spin diferente para 

essa espécie. O substrato com oxigênio inserido, possui spin tripleto, conforme 

observado por Tiwary e colaboradores.62,37 

A sobreposição dos dados do cluster com a estrutura cristalográfica mostrou 

um valor de RMSD de 5,78 Å para o estado septeto do domínio catalítico da estrutura 

com mesmo número de átomos que o modelo, 3,52 Å e 2,98 Å para os estados tripleto 

e singleto, respectivamente. Esses altos valores apontam a necessidade de criar um 

modelo mais completo, que leve em conta a segunda esfera de coordenação do íon 

Fe2+. O cálculo ONIOM tem sido reportado como a melhor escolha para uma completa 

descrição de sistemas complexos.33 Esse tipo de técnica combinada (QM/MM) produz 

um método computacional que facilita a modelagem de reações enzimáticas, pois, 

permite associar um cálculo quântico com a flexibilidade e simplicidade da mecânica 

clássica.42,43,44 
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O resultado obtido para o cálculo ONIOM mostrou que o íon ferro (II) apresenta 

uma geometria octaédrica em que o íon metálico coordena-se aos aminoácidos H152, 

H215 e E266, além de uma molécula de água (figura 2.12). Portanto, pode-se inferir 

que o sistema octaédrico leva à formação de um complexo de spin baixo em que os 

elétrons do íon Fe2+ ocupam os orbitais t2g. Esse dado é coerente com aquele obtido 

para o modelo simplificado, no qual o estado singleto é o mais favorável. Além disso, 

é reportado que complexos de spin alto nestas enzimas não são observados 

espectroscopicamente, sugerindo à ausência de transições do tipo π –π*60,59  

 

Figura 2-11: Otimização cálculo ONIOM da enzima completa com o método híbrido. 
ONIOM (B3LYP/:UFF) mostrando a geometria octaédrica em torno do íon ferro II do sítio 
ativo da NahC. Fonte: o autor. 

O dado mostra que a molécula de água complexada ao metal também faz uma 

interação do tipo ligação de hidrogênio com o resíduo de aminoácido H200, 

pertencente à segunda esfera de coordenação. É reportado que, para essas 

dioxigenases, uma histidina da segunda esfera de coordenação é importante para a 

atividade enzimática, pois ela sofre uma alteração conformacional com a inserção do 

oxigênio molecular. Além disso, mutações sítio-dirigidas na segunda esfera de 
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coordenação do íon metálico também mostraram que essa histidina participa na 

estabilização das espécies reacionais por interações coulombianas e de ligação de 

hidrogênio, além de catalisar a transferência do segundo próton hidroxila do substrato, 

para promover a clivagem da ligação O-O do intermediário alquilperóxido formado 

após o ataque do grupo ferroperóxido sobre o substrato 

 

Figura 2-12: Interação da Histidina 200 da segunda esfera de coordenação com a água 
presente no sítio ativo da NahC. Fonte: o autor. 

A análise da estrutura com a inserção de dioxigênio sobreposta ao dado 

cristalográfico sem oxigênio mostra que o resíduo H200 possui uma pequena 

alteração conformacional. Além disso, a sobreposição das estruturas sem o oxigênio 

e com a molécula de oxigênio coordenada mostrou que esse resíduo é responsável 

pela estabilização da molécula de água deslocada pelo O2. (figura 2.15 a e b). Estudos 

de mutação desse resíduo sugerem que ele desempenha um papel importante na 

atividade catalítica e na transferência de prótons.65,66 De fato, H200 tem sido apontado 

como um catalisador básico-geral, que leva a um intermediário epóxido (figura 2.16).53  
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a)  

 

 

 

 

 

 

 

b) 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2-13: a) Sobreposição entre a estrutura otimizada pelo cálculo ONIOM sem o 
dioxigênio (bege) com a molécula de água 1 coordenada, e a espécie Fe-superóxido 
obtida pelo cálculo ONIOM (DFT/B3LYP: UFF) (Azul) com a molécula de água 2 
interagindo com a H200. b) Sobreposição entre a estrutura cristalográfica (Azul) PDB: 
2EI1 e a espécie Fe-superóxido obtida pelo cálculo ONIOM (Bege) (DFT/B3LYP: UFF). 
Fonte: o autor. 
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Figura 2-14: Interação da Histidina 200 da segunda esfera de coordenação com a água 
deslocada, após a inserção do dioxigênio no sítio ativo da NahC. Fonte: o autor. 

Verificou-se também que o resíduo de Y256 interage com o substrato. Essa 

interação ocorre entre o hidrogênio fenólico da tirosina com um átomo de oxigênio do 

substrato, favorecendo a formação de um intermediário tetraédrico do substrato no 

mecanismo reacional. Observou-se um comprimento de 1,52 Å, indicando que esse 

próton está estabilizado pela interação com a Y256. Além disso, é reportado na 

literatura que a mutação Y257F resulta em uma considerável diminuição nas 

constantes catalíticas com redução de aproximadamente 100 vezes na velocidade das 

etapas de ligação e inserção de oxigênio.67 
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Figura 2-15: Dados do cálculo ONIOM do sítio ativo da NahC ligado ao substrato, 
mostrando a interação do resíduo de Y256 com o substrato. 

 

 

Figura 2-16: Dados do cálculo ONIOM do sítio ativo da NahC do intermediário 
superóxido destacando a interação do resíduo de Y256 com o substrato. Fonte: o autor 
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Outro residuo importante na establização do substrato é H247, que estabiliza o 

sistema aromático do substrato por interações de empacotamento-π (π-stacking) no 

sítio ativo e faz uma ligação de hidrogênio com o E266 (figura 2.19 a). No intermediário 

superóxido, o substrato possui um comprimento de ligação de 1,57 Å, indicando uma 

ligação de hidrogênio com o E266 que, segundo a literatura, estabilizaria e manteria 

o substrato na posição correta durante o ataque do dioxigênio.68 Estudos téoricos e de 

dados cristalográficos indicam que esses dois residuos de aminoácidos participam na 

estabilização e orientação do intermediário alquilperóxido. 23,31,53 

a) 

 

b) 

 

Figura 2-17: Dados do cálculo ONIOM do sítio ativo da NahC ligado ao substrato. a) 
Interação do resíduo de E266 com o substrato da NahC e b) interações da H247 com o 
E266 e H247 com substrato da NahC. Fonte: o autor. 
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A estrutura do intermediário epóxido foi sobreposta à estrutura do dado 

cristalográfico, mostrando pouca alteração conformacional dos resíduos do sítio ativo 

conforme indicado na figura 2-20. Essa estrutura foi obtida a partir do intermediário 

superóxido, sendo a orientação da molécula de água presente no sítio ativo crucial 

para obter a espécie epóxido. Essa espécie se forma a partir de arranjos 

intermediários em que a ligação O-O é rompida, tal que o átomo de oxigênio distal ao 

metal liga-se covalentemente à porção adjacente ao grupo fenólico do substrato.62 

 

Figura 2-18:Dados do cálculo ONIOM do sítio ativo da NahC do intermediário epóxido 
da NahC (azul) sobreposto com o dado cristalográfico da NahC (bege)PDB 2EI1 Fonte: 
o autor 

A espécie lactona pode ser obtida via um rearranjo de Criegee pela clivagem 

da ligação O–O, simultaneamente à inserção de um oxigênio no anel. 

Alternativamente, a lactona pode ser obtida a partir do intermediário epóxido. Na 

estrutura obtida para a lactona, observa-se a completa transferência do próton para o 

resíduo de Y246 com valores de distância O-H de 0,98 Å. Além disso, observa-se uma 
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interação com o resíduo de E266, que se manteve ao longo de todas as espécies 

obtidas nesse estudo, indicando que esse resíduo é de importância crucial ao 

mecanismo de catálise da NahC. 

a) 
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Baseado nas observações da literatura e nos resultados deste trabalho, uma 

proposta mecanística para a NahC é apresentada no esquema abaixo, a qual está de 

acordo com o proposto por Kovaleva e Lipscomb.57 A reação inicia-se com a 

coordenação substrato ao centro metálico Fe (II) do sítio ativo da enzima. Em seguida 

o O2 é coordenado ao íon ferroso, deslocando uma molécula de água. A espécie Fe-
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peróxido formada é estabilizada pelo resíduo de H200, seguindo-se ataque 

nucleofílico ao anel catecólico do substrato, que leva à formação do epóxido. Segue-

se rearranjo e consequente expansão do anel para formar a lactona de sete membros 

e o Fe-hidróxido. Por fim, essa hidroxila coordenada ao ferro ataca nucleofilicamente 

a lactona, levando à segunda inserção de oxigênio no substrato para render o produto 

da reação.58 

  

Esquema 2: mecanismo proposto para a oxidação do 1,2-dihidróxinaftaleno em 2-
hidroxicromato catalisada pela NahC. Fonte: o autor. 

Vários trabalhos teóricos abordam as duas possibilidades, porém o mecanismo 

em que ocorre a formação do epóxido é sustentado por dados cristalográficos, nos 

quais tanto Bugg quanto Kovaleva utilizaram análogos do substrato, que favoreceram 
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a cristalização do intermediário no sítio ativo da enzima.23,56,57 Mesmo que o caminho 

da formação do epóxido envolva mais espécies que o da formação direta da lactona 

pelo rearranjo de Criegee, as barreiras energéticas do caminho reacional via epóxido 

são menores. 
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 Conclusões  

Comparações de parâmetros de energia relativa das estruturas otimizadas dos 

modelos simplificados do sítio ativo da NahC com a primeira esfera de coordenação 

do Fe2+ e suas e de sobreposições a estruturas obtidas por cristalografia de raio-X 

mostraram que a estrutura com estado de spin singleto é a que melhor descreve o 

sistema sem a inserção do oxigênio. O sistema simplificado não se mostrou eficiente 

para descrever as principais interações presentes no sítio ativo da enzima. A partir 

desse dado inicial, verificou-se a necessidade de inserção da segunda esfera de 

coordenação do metal aos dados de entrada do cálculo.  

O cálculo ONIOM descreveu melhor o sistema e mostrou que os resíduos de 

histidina e tirosina, presentes na segunda esfera de coordenação do metal do sítio 

ativo, desempenham papel importante na interação e ativação dos intermediários 

reacionais. Ademais, a formação do intermediário epóxido, experimentalmente 

reportada na literatura, também foi prevista. Os resultados obtidos são consistentes 

com estudos computacionais anteriores, que observaram o mesmo intermediário e 

que as interações com resíduos da segunda esfera de coordenação são de extrema 

importância no mecanismo de catálise das extradiol dioxigenases e na formação do 

intermediário epóxido. 55,56 

Este trabalho sugere fortemente que a inserção de oxigênio na reação da NahC 

não é concertada e, portanto, um intermediário epóxido precede a formação da 

lactona no mecanismo reacional. 
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3 MONOOXIGENASES FLAVODEPENDENTES 

Esta classe reúne enzimas que estão amplamente distribuídas na natureza e 

catalisam uma imensa variedade de reações químicas, tais como hidroxilação, 

redução, halogenação, além de processos de reparo de DNA, emissão de luz e 

sinalização celular.69 Devido à essa variabilidade, há muito interesse nessas enzimas 

devido à sua notável atividade e seletividade, o que as tornam ferramentas 

promissoras para aplicações biocatalíticas. Por exemplo, as FMO’s são conhecidas 

por catalisar a epoxidação de alquenos substituídos, levando à formação de produtos 

enantiopuros, que são amplamente utilizados na indústria farmacêutica70. Além disso, 

os FMOs são responsáveis pela síntese de produtos naturais altamente complexos, 

incluindo-se alguns medicamentos promissores para o tratamento de cânceres e 

infecções bacterianas e fúngicas.71,72  

As monooxigenases flavodependentes usam como cofator as flavinas, que são 

compostos derivados da vitamina B2 (riboflavina), geralmente em sua forma derivada 

dinucleotídeo de flavina adenina (FAD) ou mononucleotídeo de flavina (FMN). A 

gênese desses cofatores em sistemas biológicos se dá numa reação que envolve a 

fosforilação da cadeia lateral do grupo ribitila da riboflavina em uma reação 

dependente de trifosfato de adenosina (ATP) catalisada pela enzima flavoquinase, 

produzindo o mononucleotídeo de flavina (FMN). Por sua vez, a reação entre o FMN 

e o ATP catalisada pela FAD sintase, leva à inserção de uma porção de monofosfato 

de adenosina, produzindo a flavina dinucleotídeo de adenina (FAD) conforme figura 

3.1.  
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Figura 3-1: Síntese do FAD a partir da Riboflavina ou FMN. Fonte: o autor. 

Essas flavinas possuem características físico-químicas interessantes. A 

denominação deriva do latim “flavus”, que significa amarelo. Essa coloração amarela 

está relacionada à transição eletrônica no anel isoaloxazina em aproximadamente 450 

nm.73 O espectro de absorção é diretamente influenciado pelas ionizações do anel de 

isoaloxazina oxidado, cujos valores de pKa estão fora da faixa fisiológica. Essas 

ionizações envolvem a protonação na posição N(1) (pKa < 0) e a desprotonação na 

posição N(3)-H (pKa = 10,2) conforme figura 3-2. As flavinas em ambos os seus 

estados, reduzido ou oxidado, possuem a capacidade de catalisar diversas reações 

em sistemas bioquímicos.74  
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Figura 3-2: Estados de ionização da flavina. Fonte: o autor. 

As flavinas podem receber até dois elétrons em reações de oxirredução.75 Um 

dos caminhos mais empregados por FMO’s leva à formação de um intermediário C-

4α-hidroperoxiflavina (Esquema 3-1).76 Dependendo do estado de protonação, essa 

espécie ativada reage com substratos nucleofílicos ou eletrofílicos, acompanhado-se 

a cisão da ligação oxigênio-oxigênio.77 

No processo de ativação do oxigênio pelo grupo isoaloxazina, os sistemas 

enzimáticos fazem o aproveitamento produtivo do potencial reativo do flavoperóxido 

na oxigenação do substrato. Outro provável caminho envolve a eliminação de 

peróxido de hidrogênio da espécie flavoperóxido para formar a flavina oxidada sem a 

oxigenação do substrato. Embora, as enzimas evitem essa eliminação ao bloquear o 

acesso do solvente ao N5 do anel isoaloxazina.78 

 



64 
  

 
 

 

 

Esquema 3-1: Redução da flavina e a formação do C-4α-hidroperoxiflavina e os 
caminhos produtivo e improdutivo em uma monooxigenase. 

 

O benefício biológico da oxigenação bem-sucedida do substrato é seu uso no 

metabolismo ou na transdução de sinais nos sistemas biológicos. As reações 

improdutivas privam os organismos de um valioso metabólito. Assim, a evolução das 

monooxigenases pode ter sido guiada por pressão seletiva, para desenvolver 

mecanismos de controle, garantindo que o processo catalítico resulte nas reações de 

interesse.79  

As interações do substrato, dioxigênio e do peróxido de hidrogênio na 

flavoenzima álcool vinílico oxidase foram exploradas com uso de uma abordagem 

computacional. Os cálculos sugeriram que o dioxigênio e o peróxido de hidrogênio 

formado compartilham o mesmo caminho para entrar e sair do sítio ativo da oxidase 

(figura 3-3).80 
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Figura 3-3: Difusão do dioxigênio através de túneis que convergem para a flavina reativa 
onde os resíduos de passagem podem operar como controle da reação da flavina com 
o dioxigênio. Fonte: adaptado de Hiromoto et al.80 

Duas estratégias evoluíram para evitar as reações improdutivas. O primeiro 

método, requer que o substrato seja rapidamente ligado ao sítio ativo, a fim de permitir 

a redução rápida de flavina e, por conseguinte, a catálise efetiva do substrato. Assim, 

a formação de hidroperóxido a partir da enzima reduzida é desencadeada pela 

presença do substrato a ser catalisado.81 Enzimas que empregam esta estratégia 

aceleram a transferência do grupo peróxido para o substrato, evitando a eliminação 

desnecessária de peróxido para o meio. O segundo meio consiste na rápida redução 

de flavina e subsequente formação de flavoperóxido, independentemente da presença 

de um substrato, mas o meio protéico estabiliza efetivamente a espécie 

flavoperóxido.82 Essas enzimas paralisam o ciclo catalítico, até que um substrato 

competente seja encontrado, evitando novamente a formação de peróxido de 

hidrogênio no meio. Um exemplo, é a reação catalisada pela enzima fenil acetato 

hidroxilase (HAPH), que mostra que a formação da C-4α-hidroperoxiflavina é 

favorecida na ausência do substrato, p-hidroxifenilacetato (HPA), exibindo uma 
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eficiência catalítica da enzima kcat/Km, de 1,1 x 106 M-1 s-1. Em contrapartida, na 

presença do substrato, o valor de kcat/Km  cai para 4,8 x 104 M-1 s-1 em pH 7, a 4 ºC.83 

A eliminação de H2O2 de C-4α-peroxiflavina em HAPH na ausência do substrato é 

relativamente lenta com uma constante de 0,003 s-1.84 

A formação do intermediário C-4α-peroxiflavinaformado é rápida com valores 

de constantes de segunda-ordem típicas de 104 a 106 M−1s −1. Esse intermediário C-

4-α-hidroperoxiflavina é muito versátil e capaz de realizar reações químicas diferentes, 

incluindo hidroxilação, oxidação Baeyer-Villiger, sulfoxidação, epoxidação, 

halogenação, descarboxilação oxidativa e emissão de luz. 69 Outro caminho reacional, 

envolve a formação e uso de um aduto de flavina N-(5)-peroxiflavina (Esquema 3-2), 

que é a espécie que promoverá a inserção do átomo de oxigênio no substrato em vez 

do C-4-α-hidroperoxiflavina. 85,86 
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Esquema 3-2: Possíveis caminhos de ativação do dioxigênio pela flavina via C4α em A 
e via N5 em B. Fonte: O autor.  
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Com relação ao mecanismo, as monooxigenases flavodependentes dividem-se 

em dois grupos. No primeiro, que inclui as classes A, B e G, as reações entre o 

substrato, o NADH e o oxigênio são realizadas por uma única proteína, que se liga 

fortemente ao seu cofator flavina. O segundo grupo, que inclui todas as demais 

classes, usa uma redutase para reduzir a flavina, que posteriormente difunde-se até 

a monooxigenase para realizar a reação de oxidação do substrato.71 Dentre as 

monoxigenases flavodependentes, existem as hidroxilases dependentes de flavina, 

enzimas que oxidam compostos aromáticos. As hidroxilações aromáticas são reações 

catalisadas por membros de dois grupos de monooxigenase flavodependente 

monocomponente do grupo A e monooxigenases de flavoproteína de dois 

componentes do grupo D 87. 

As hidroxilases utilizam como agente redutor da flavina o NAD(P)H e a 

hidroxilação ocorre nas posições orto ou para do substrato. O ciclo catalítico das 

hidroxilases requer a formação de um complexo ternário, que é composto por FAD 

oxidado ligado à enzima, o substrato aromático e NAD(P)H. Uma característica 

fundamental neste mecanismo é o papel desempenhado pela ligação do substrato e 

pela protonação/desprotonação na ativação do oxigênio. A ligação do substrato 

favorece a reação da flavina reduzida com o oxigênio molecular, sendo que essa 

reação se torna 10 vezes mais lenta na ausência do substrato.88  

Dentre a hidroxilases, há a salicilato hidroxilase (NahG), que catalisa a reação 

de descarboxilação do salicilato produzindo catecol. Essa enzima faz parte da via de 

degradação do naftaleno da PpG7. Essa reação ocorre na presença de NADH, O2, 

liberando CO2, H2O e NAD+.89 Além disso, o mecanismo proposto para a NahG e, de 

forma geral, para todas as hidroxilases, ocorre via Substituição Eletrofílica Aromática 

(SEAr), na qual há a inserção do oxigênio no anel aromático do substrato e o 

intermediário formado sofre uma descarboxilação levando ao produto conforme 

esquema 3-3.  
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Esquema 3-3: Mecanismo proposto para a salicilato hidroxilase NahG via SEAr. Fonte: 
Adaptado de Costa et al, 2019.79 

As monooxigenases dependentes de flavinas exibem dinâmica relacionada ao 

movimento da flavina e catálise. Dados cristalográficos da NahG sugerem três 

conformações distintas. Uma conformação aberta, que permite a interação do 

substrato e do produto da reação com o solvente. Outra conformação denominada 

fechada, em que ocorre a reação do dioxigênio com a flavina e a hidroxilação do 

substrato. Essa conformação fechada também estabiliza a espécie C4a-

hidroperoxiflavina. No caso da terceira conformação, denominada externa, a porção 

isoaloxazina do FAD move-se em direção ao solvente, permitindo sua redução pelo 

NADH.78  

A comparação entre as estruturas de difração de raios-X da apoenzima e da 

holoenzima mostram que as mudanças estruturais causadas pela ligação do FAD 

envolvem regiões afastadas do sítio de ligação do grupo isoaloxazina. Essa dinâmica 

proteica depende dos resíduos conservados próximos ao sítio de ligação do FAD 

(E38, D314 e R111) que possuem uma flexibilidade ao interagir com o FAD, conforme 

figura 3-4, presentes em uma região distante em relação a sua alça de ligação 

(resíduos 36-51).85 
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Figura 3-4: Três conformações possíveis adotadas na catálise por PHBH: aberta, 
fechada e externa. Fonte: Ballou et al, 2005.75 

 

A diversidade e a complexidade das reações catalisadas pelas flavoenzimas 

ativadoras do oxigênio são fascinantes e, mesmo após anos da descoberta dessa 

classe de enzimas, ainda se observam reações novas e inesperadas. Este trabalho 

busca entender qual o papel da alça do FAD na conformação proteica que favorece a 

estabilização do estado de transição da reação catalisada pela NahG. A  metodologia 

que será aplicada será a truncagem do cofator, como por exemplo o  uso do fosfito 

como ativador de um substrato truncado na Orotidina 5' Fosfato Descarboxilase,90 

esse tipo de estudo baseia-se na clivagem de ligações covalentes em posições 

específicas da molécula de maneira a conservar sua capacidade catalítica.  
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 Objetivos 

Em relação aos objetivos específicos referentes aos estudos com a 

monoxigenase flavodepente NahG, temos: 

• Determinar o efeito do truncamento do FAD em FMN e riboflavina para a 

ligação da flavina e catálise. 

• Avaliar a extensão da reação produtiva utilizando os cofatores truncados na 

oxigenação do salicilato via o intermediário C(4α)-hidroperoxiflavina.  

• Determinar o papel ativador dos nucleotídeos AMP e ADP na ligação e 

catálise pelas flavinas truncadas.   

• Avaliar como os cofatores truncados e os nucleotídeos AMP e ADP afetam a 

atividade do NADH. 

• Determinar por mutação sítio dirigida o papel de diferentes resíduos da alça 

de ligação do FAD na atividade enzimática. 
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 Metodologia 

 Expressão da 6xHis-NahG nativa e mutantes  

As bactérias BL21(DE3) códon plus contendo os plasmídeos para expressão 

dos genes da 6xHis-NahG nativa e de seus mutantes H110N, E38A, R111Q e D314A 

da cepa bacteriana Pseudomonas putida G7 foram gentilmente cedidas pelo 

Laboratório de Biologia Estrutural BIOEST (Prof. Ronaldo Nagem) do ICB/UFMG, Belo 

Horizonte/MG.91 

A Tabela 1 apresenta os valores de massa molar, antes e após a clivagem, 

para a NahG nativa e mutantes, bem como o valor de absortividade molar calculado 

pelo servidor PROTEIN CALCULATOR v3.4. 

Tabela 3-1: Massa molares (MM) e absortividade molares () a 280 nm para a NahG 
nativa e mutantes. Esses valores foram obtidos pelo servidor PROTEIN CALCULATOR 
v3.4, disponível em http://protcalc.sourceforge.net. 

 

 
6xHis-NahG 

 
M.M. com cauda 

6xHis (Da) 
 

280nm  

(M-1 cm-1) 

Nativa 48.964 77.950 

E38A 48.906 77.950 

R111Q 48.936 77.950 

H110N 48.942 77.950 

D314A 48.992 77.950 
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Preparou-se um pré-inóculo das bactérias em meio LB líquido (Luria-Bertani: 

0,5% extrato de levedura, 1% peptona,1% NaCl e pH 7,0) contendo canamicina e 

cloranfenicol para concentrações de 35 e 50 µg mL-1, respectivamente. O pré-inóculo 

foi incubado por 16 h a 37°C sob agitação a 200 rpm. Em seguida, preparou-se o 

inóculo na proporção 1 parte de pré-inóculo para 50 partes de meio LB líquido com 35 

µg.mL-1 de canamicina e 50 µg mL-1 de cloranfenicol. As células do inóculo cresceram 

a 37ºC sob agitação a 200 rpm em Erlenmeyer de 2 L contendo 1 L de meio de cultura; 

um total de 2 litros de meio de cultura foram utilizados em cada expressão. O 

crescimento bacteriano foi monitorado em um espectrofotômetro até a absorvância 

alcançar 0,6 a 0,8 em 600 nm. Alcançada essa leitura, o inóculo foi incubado por mais 

20 minutos a 18ºC sob agitação a 200 rpm. Em seguida, foi adicionado o indutor IPTG 

(isopropil-β-D-tiogalactopiranosídeo) com uma concentração final de 0,5 mM. A 

indução foi feita por 16 horas (overnight) a 21ºC sob rotação a 200 rpm. Então, o meio 

de cultura foi centrifugado a 5.000 g por 5 min a 4ºC para render aproximadamente 

4,8 g de bactéria por litro de meio de cultura. O sobrenadante foi descartado e a porção 

sólida foi utilizada imediatamente ou congelada para a lise e purificação proteica. 

 

 Purificação por cromatografia de afinidade e exclusão molecular 

As células obtidas da centrifugação foram ressuspendidas em tampão de lise 

(50 mM Tris-HCl pH 7,4, 1% m/v sacarose, 1% v/v Tween 20 e 1% v/v glicerol). O 

volume de tampão de lise utilizado foi na proporção de 3 para 100 v/v de meio de 

cultura centrifugado. Após a ressuspenção, adicionou-se lisozima na concentração 

final de 0,25% m/V e a suspensão foi mantida em banho de gelo por 30 min. Em 

seguida, o material foi sonicado com amplitude de 30%, com três ciclos de 30 

segundos, em sonicador Fisher Scientific Sonic Dismembrator modelo 500. Após a 

lise, o extrato celular foi centrifugado a 10.000 g por 45 minutos a 4 ºC. O 

sobrenadante foi reservado e o corpo de fundo descartado. 

As próximas etapas foram realizadas a 4 ºC. A fração solúvel do lisado foi 

imediatamente injetada em uma coluna de afinidade Ni2+ de 10 mL (Chelating 
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Sepharose Fast-Flow, GE Healthcare) conectada a um sistema de cromatografia 

ÄKTA start (GE Healthcare). Após a injeção da amostra, a coluna foi lavada com 

tampão A (50 mL, tampão Tris-HCl 50 mM a pH 7,4, NaCl 500 mM, imidazol 30 mM) 

e um gradiente linear foi aplicado usando tampão A (100 mL) e tampão B (100 mL, 

tampão Tris-HCl 50 mM a pH 7,4, NaCl 500 mM, imidazol 500 mM) com um fluxo de 

1,5 mL/min. As frações obtidas da cromatografia de afinidade, que continham as 

proteínas recombinantes, foram reunidas e imediatamente eluídas em tampão C (50 

mM Tris-HCl pH 7,4 e 50 mM NaCl) utilizando uma coluna de dessalinização HiPrep™ 

26/10 (GE Healthcare). A NahG obtida dessa eluição foi concentrada utilizando um 

concentrador para centrífuga Vivaspin (faixa de corte de peso molecular de 10.000 

GE Healthcare) para um volume de 2 mL, posteriormente, diluídas com glicerol 80% 

resultado em uma concentração final de 30% v/v de glicerol. As concentrações das 

proteínas foram calculadas pelo coeficiente de extinção molar de cada enzima, de 

acordo com a tabela 3-1, levando em consideração um fator de correção devido à 

presença de FAD, presente na fração de holoenzima produzida no processo de 

expressão da enzima (aproximadamente 22%), que possui uma contribuição de 

absorção de 23.000 M-1 cm-1 a 280 nm. Uma segunda forma de quantificação para a 

quantidade de  FAD foi utilizado, consistiu em medições de absorbância de soluções 

contendo 0,1% de dodecil sulfato de sódio que desnaturou a proteína, para ambos os 

métodos, foram obtidos as mesmas concentrações de FAD. 

 

 Estudos de cinética enzimática 

As reações catalisadas pela NahG foram acompanhadas pelo consumo de 

NADH em um espectrofotômetro Cary50. As amostras foram comportadas em cubetas 

de quartzo com caminho óptico de 1 cm. Utilizou-se o método das velocidades iniciais 

levando em conta valores menores que 10% de consumo de NADH a 25 °C. A 

velocidade de reação foi calculada considerando v = Δ[NADH]/Δt. A concentração de 

NADH foi determinada em diferentes comprimentos de onda: 305 nm (ε = 2.295 M-

1.cm-1), 340 nm (ε = 6.220 M-1.cm-1) e 375 nm (ε = 1.663 M-1.cm-1). O comprimento de 
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onda foi escolhido levando em conta a contribuição de absorção total das espécies 

em solução como menor do que 1,2 unidades de absorvâcia. As reações, com um 

volume total de 1 mL, foram realizadas a pH 8,5 em tampão Hepes 56 mM, EDTA 1,1 

mM e NaCl suficiente para resultar numa força iônica de 0,21 M. Todos os reagentes, 

com exceção do salicilato, foram incubados por 2 min a 25 ºC antes de iniciar a reação 

pela adição de salicilato (10 µL de uma solução estoque 15 mM preparada no mesmo 

tampão de reação) usando um ”add-mixer”. Este procedimento elimina o evento inicial, 

em que se observa o lento consumo de NADH sob baixa concentração de flavina para 

as reações iniciadas pela adição de enzima.  

 

 Determinação da quantidade de peróxido formado no meio 

reacional 

As concentrações de peróxido de hidrogênio foram quantificadas em triplicata 

utilizando peroxidase, uma enzima que catalisa a reação de aminoantipirina na 

presença de H2O2 e fenol para produzir antipirilquinonimina e água. Este produto 

absorve em 505 nm no espectro de UV-Vis. Para a quantificação, foi utilizada uma 

solução cuja composição foi de peroxidase (700 unidades de enzima/L), fenol 20 mM 

e 4-aminoantipirina 5 mM em fosfato de sódio 50 mM, pH 7,2, 0,02% (v/v) azida de 

sódio e BSA 0,5% (m/v) (armazenada à 4°C). Após incubação dessa solução com 

H2O2 a 37°C por 10 minutos, a absorbância da antipirilquinonimina foi medida a 505 

nm. 

A concentração de H2O2 produzida na solução reacional foi quantificada com 

auxílio de uma curva de calibração para H2O2, previamente padronizada por 

permanganometria. Após o preparo do padrão de H2O2, essa solução foi diluída oito 

vezes. A partir dessas diluições e com uso da solução comercial, a 505 nm, foi gerada 

uma curva de calibração. De modo a induzir somente a formação de H2O2, utilizou-se 

benzoato como pseudosubstrato, que promove exclusivamente a formação de 

peróxido sem que ocorra a hidroxilação do substrato pela espécie FAD-hidroperóxido. 
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 Ensaios de incubação de FMN 

As reações catalisadas pela NahG no ensaio de incubação foram feitas 

separadamente, em dois períodos de incubação, de 2 minutos e 6 dias com 

concentrações crescentes de flavinas(0-100 µM) em um volume total de 1 mL, a pH 

8,5 em tampão Hepes 56 mM, EDTA 1,1 mM e NaCl suficiente para resultar numa 

força iônica de 0,21 M. Todos os reagentes, à exceção do salicilato, foram incubados 

a 25 ºC nos períodos descritos acima, antes de iniciar a reação pela adição de 

salicilato (10 µL de uma solução estoque 15 mM preparada no mesmo tampão de 

reação) usando um ”add-mixer”. 
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 Resultados e discussão 

 Estudos com a truncagem do cofator FAD 

A ligação do FAD na NahG se dá em uma alça dinâmica que, juntamente com 

a dinâmica do grupo isoaloxazina do FAD, desempenha um papel importante na 

catálise dessa família de enzimas monooxigenases. Estudos envolvendo a truncagem 

do FAD possibilitam melhor entendimento de como cada porção do FAD exerce 

influência nessa dinâmica da alça. Além disso, para uma melhor descrição do papel 

da alça, foram desenvolvidos estudos cinéticos de enzimas mutadas justamente 

nessa porção de ligação do FAD. 

A truncagem de um substrato ou cofator visa desconstruir essas moléculas por 

clivagem de ligações covalentes, formando duas ou mais partes que participam das 

funções catalíticas (Esquema 3-4). Neste trabalho, avaliaram-se os aspectos físico-

químicos responsáveis pela ligação do cofator FAD na NahG. Para tal, utilizaram-se 

as versões truncadas riboflavina e FMN na ausência e presença dos nucleotídeos de 

adenosina, AMP e ADP, que representam as porções excluídas do FAD. 

O efeito de truncagem do FAD e de ativação das flavinas pelos nucleotídeos 

de adenosina foram avaliados utilizando cinética no estado estacionário. Os dados 

cinéticos em diferentes concentrações de flavinas mostram um comportamento de 

saturação para v/[E] (figura 3-12). A equação 1 foi utilizada para o ajuste não-linear 

dos dados. 

𝒗

[𝑬]
=  (

𝒗

[𝑬]
)

𝐨
+  

𝒌𝒄𝒂𝒕
𝒂𝒑 .[𝒇𝒍𝒂𝒗𝒊𝒏𝒂]

𝑲𝒅
𝒂𝒑+[𝒇𝒍𝒂𝒗𝒊𝒏𝒂]

  (1); 

Onde (
𝒗

[𝑬]
)

𝐨
 é a atividade catalítica basal da holoenzima ligada ao FAD 

quando as flavinas utilizadas como cofatores truncados possuem concentração =0, e 

𝒌𝒄𝒂𝒕
𝒂𝒑 𝒆 𝑲𝒅

𝒂𝒑
 são os parâmetros cinéticos para as flavinas ligadas à apoenzima. 
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Esquema 3-4: Truncagem do cofator FAD, as linhas pontilhadas indicam as ligações 
covalentes rompidas resultando nos cofatores cataliticamente ativos. Fonte: o autor. 
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A atividade basal (v/[E])o representa o efeito de 22% de NahG ligada ao FAD 

co-purificada durante o processo de obtenção da apo enzima. Todos os esforços para 

a conversão dos 22% de holoenzima ligada ao FAD em apoenzima via diálise 

exaustiva foram em vão e resultaram em uma enzima inativa. O kcat
ap corresponde à 

constante catalítica determinada em excesso de flavina, quando toda a enzima 

presente está presente em sua forma holo. O valor de kcat
ap relaciona com kcat de 

acordo com a fração da holo NahG ligada ao NADH, salicilato e O2. A concentração 

de flavina necessária para atingir metade do valor de kcat
ap é definida por Kd

ap. Para a 

reação catalisada pela NahG em excesso de FAD, foi determinado um kcat
ap de 15,9 

s-1. Esse valor é cerca de 4,5 vezes maior do que o determinado por Costa e 

colaboradores (2019) sob as mesmas condições 92. 

Duas modificações na purificação da enzima NahG são propostas como razão 

para esse efeito. No presente trabalho, todas as etapas de purificação foram 

realizadas a 4 ºC em um único dia usando apenas duas colunas cromatográficas, uma 

coluna de afinidade a Ni2+ para obtenção da homogeneidade e cromatografia de 

exclusão de tamanho para troca de tampão. O kcat
 determinado neste trabalho 

corresponde a um valor mais próximo ao de 21 s-1 relatado para a salicilato hidroxilase 

de P. putida S-1.93 

O processo de ligação do FAD na NahG é consistente com multietapas, que 

dependem da concentração de flavina adicionada. Em condições diluídas, quando a 

concentração de FAD foi próxima a Kd
ap ([FAD] = 0,4 µM), observou-se que pelo 

menos 2 minutos de incubação do cofator com a apo NahG são requeridos para a 

ligação do cofator. A v/[E] sob tais condições não difere significativamente em relação 

a 50 minutos, quando a adição de FMN exógeno foi capaz de deslocar o FAD 

diminuindo a velocidade de oxidação do NADH. No entanto, a incubação com FAD 

por vários dias produz uma holoenzima fortemente ligada ao FAD, que não pode ser 

substituído pelo FMN. Isso foi observado previamente em outras FMOs 

monocomponentes.94 Essas observações (figura 3-5) são consistentes com uma 

situação em que a ligação do FAD passa por um pré-equilíbrio antes de ocorrer um 
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estado fortemente ligado à enzima, ou seja, indicando a existência de pelo menos dois 

estados.  
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)
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Figura 3-5: Atividade enzimática da NahG em função da concentração de FMN após 
incubação com 0,4 µM de FAD na presença de 200 µM de NADH e 120 µM de salicilato. 
Fonte: o autor. 

Outras enzimas que utilizam flavinas como cofator, as flavodoxinas, 

apresentaram um comportamento semelhante. Um estudo relatou que os efeitos na 

ligação do cofator na flavodoxina de Azotobacter vinelandii se dá em dois estados: um 

fracamente ligado e o segundo fortemente ligado, sendo que, para atingir esse 

segundo estado, é requerido um longo lapso temporal. Os autores demonstram que 

esse estado fortemente ligado, na escala de picomolar, está relacionado à uma 

reorganização conformacional dos resíduos de aminoácidos envolvidos na ligação da 

flavina.94,95 
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Figura 3-6:Perfis cinéticos para (a) riboflavina, (b) FMN e (c) FAD para a oxidação 
catalisada de NADH (200 µM) por NahG na presença de salicilato (150 µM) na ausência 
e presença de AMP e ADP a pH 8,5, I = 0,21 M (NaCl) e 25 ºC. Os ajustes dos dados 
foram de acordo com a Eq. 1. Fonte o autor. 
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A partir das curvas cinéticas obtida para a riboflavina na ausência e presença 

dos nucleotídeos (figura 3-6 a), FMN na ausência e presença do nucleotídeo (figura 

3-6 b), FAD na ausência e presença dos nucleotídeos (figura 3-6 c), foram obtidos os 

valores para kcat
ap e Kd

ap estão mostrados na tabela 3-2. Em altas concentrações das 

flavinas, os valores de kcat
ap diminui de 11,7 s-1 com FAD para 2,8 e 4,1 s-1 com FMN 

e riboflavina. Os valores são aparentes pois os experimentos foram realizados em 

concentrações de NADH e substrato insuficientes para causar a saturação da NahG. 

O real valor de kcat foi calculado considerando a fração total de holoenzima ligada ao 

NADH e ao substrato. Os termos kcp
 ou kcp

’ referem as constantes de velocidade para 

os caminhos reacionais produtivo e improdutivo respectivamente (Esquema 3-5) e 

foram calculados a partir de kcat e a extensão de reação improdutiva, determinada 

pela quantidade H2O2 formado.  

Tabela 3-2: Dados cinéticos do efeito de diferentes flavinas na oxidação do NADH e na 
descarboxilação oxidativa do salicilato catalisada por NahG em pH 8,5, I = 0,21M (NaCl) 
e 25 ºC. Os valores entre parênteses são proporções em relação ao FAD. Os erros são 
desvios padrão. 

Flavinas χE•NADH 
Kd

 

(µM) 
kcat

ap 

(s-1) 
kcat 

b
 

(s-1) 
%Reação 
improdutiva 

kcp ou kcp
' c 

(s-1) 

FAD 0,87 
0,39 ± 0,08 
(1) 

11,7 ± 0,3 
(1) 

15,9 ± 0,4 
(1) 

7,6 ± 0,9 14,7 ± 0,4 (1) 

FMN 0,50 
2,4 ± 0,5 
(6,1) 

2,8 ± 0,2 
(4,2) 

8,3 ± 0,5 
(1,9) 

 45 ± 1 4,6 ± 0,3 (3,2) 

FMN + 
AMP 75 µM 

0,69 
0,80 ± 0.05 
(2,0) 

4,6 ± 0,1 
(2,5) 

10,2 ± 0,2 
(1,6) 

17 ± 1 8,5 ± 0,2 (1,7) 

Riboflavina 0,42 26 ± 3 (67) 
1,8 ± 0,1 
(6,5) 

6,6 ± 0,3 
(2,4) 

77 ± 1 1,5 ± 0,1 (10) 

Riboflavina + 
AMP 150 µM 

0,47 15 ± 3 (38) 
3,7 ± 0,2 
(3,2) 

12,1 ± 0,7 
(1,3) 

31 ± 1 8,3 ± 0,5 (1,8) 

Riboflavina + 
ADP 410 µM 

0,56 4 ± 1 (11) 
4,3 ± 0.3 
(2,7) 

11,7 ± 0,8 
(1,4) 

22 ± 2 9,1 ± 0,6 (1,6) 

O Esquema 3-5 apresenta as possíveis espécies e vias que envolvem o 

truncamento da flavina e o processo de ativação pelos nucleotídeos de adenosina. Os 

valores de Kd
ap incluem Kd e Kd', enquanto kimp e kcp representam as constantes de 

velocidade para as reações improdutivas e produtivas, respectivamente.  
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Esquema 3-5: Possíveis espécies formadas e os caminhos reacionais com a truncagem 
da flavina (Flav) e a ativação de nucleotídeos AMP e ADP (Nu). 

Os valores de kcat
ap e Kd

ap obtidos para os sistemas com FMN e riboflavina 

substituindo FAD indicam que os grupos adenosina monofosfato e adenosina difosfato 

do FAD atuam na ativação da flavina na catálise pela enzima NahG. Essas porções 

atuam como ativadores ao favorecer uma conformação ativa da enzima. Isso ocorre 

a exemplo de outras enzimas que utilizam substratos e cofatores diversos, em que 

porções remotas desses compostos ativam o local da reação à medida que 

conformações catalíticas rígidas da enzima são acessadas.96 Um caso bem 

interessante é observado para o diânion de fosfito, que ativa as reações de substratos 

truncados com o fosfodiânion da orotidina 5'-monofofato descarboxilase (OMPDC), 

triosefosfato isomerase (TIM) e glicerol fosfato desidrogenase (GPDH).90,97 Outro 

exemplo é o fragmento ADP-ribose de NAD/NADH, os fragmentos pirofosfato e 

tripolifosfato de ADP e ATP, respectivamente.98,99  

 Neste trabalho, o AMP e o ADP foram usados como ativadores para as reações 

catalisadas por NahG usando as flavinas truncadas. A presença dos nucleotídeos 

adenosina monofosfato (AMP) e adenosina difosfato (ADP) em elevadas 

concentrações e variando as concentrações das flavinas causou uma diminuição na 

constante de ligação Kd
ap das flavinas, conforme indicado na tabela 3-2. Para a 

riboflavina, o Kd
ap

 diminuiu de 26 µM na ausência de ativadores para 15 µM na 

presença de 150 µM de AMP e para 4 µM na presença de 410 µM de ADP. Para o 
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FMN, o valor de Kd
ap

 diminuiu de 2,4 µM para 0,80 µM pela adição de AMP 75 µM no 

sistema.  

Também foi avaliado o efeito de concentrações crescentes dos ativadores na 

presença de elevadas concentrações de flavinas, na figura 3-7 a, AMP na presença 

de Riboflavina, FMN e FAD, e, figura 3-7 b ADP na presença de Riboflavina e FAD, 

todos os parâmetros obtidos são apresentados na tabela 3-3, observou-se a ativação 

para a riboflavina e para o FMN. Nenhuma ativação foi observada para o FAD, 

confirmando o efeito ativador dos nucleotídeos de adenosina para as flavinas 

truncadas. 
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Figura 3-7:Perfis cinéticos para (a) AMP e (b) ADP ativando a oxidação catalisada de 
NADH (200 µM) por NahG na presença de salicilato (150 µM) e as flavinas, riboflavina, 
FMN e FAD, a pH 8,5, I = 0,21 (NaCl) e 25 ºC. 
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Tabela 3-3: Dados cinéticos e termodinâmicos para o efeito de diferentes ativadores na 
descarboxilação oxidativa de salicilato catalisado por NahG ligado a diferentes flavinas 
a pH 8,5, I = 0,21 M (NaCl) e 25 ºC. 

Ativador  

Kd
 

(µM) 

kcat
ap 

(s-1) 

FMN 25 µM +  
AMP 

22 ± 6 3,0 ± 0,2 

Riboflavina 80 µM 
+ AMP 

13 ± 3 1,7 ± 0,1 

Riboflavina 80 µM 
+ ADP 

45 ± 10 3,2 ± 0,2 

 

A ativação das flavinas pela presença de AMP e ADP favorece o caminho 

produtivo. Com a adição dos ativadores, a concentração de peróxido diminui como 

resultado da recuperação do caminho produtivo (esquema 3-5), parcialmente 

inabilitado com o uso de FMN e riboflavina (tabela3-3). Ambos os caminhos, produtivo 

e improdutivo, envolvem o consumo de NADH e sua extensão depende da identidade 

do substrato. A contribuição do caminho improdutivo na oxidação de salicilato 

mediada pelo holo enzima ligada ao FAD é de apenas 7,6% (Tabela 3-2). Para as 

reações catalisadas mediadas por FMN e riboflavina, têm-se 45% e 77% de caminho 

improdutivo, respectivamente. A adição de excesso de AMP (75 µM) à reação 

mediada por FMN diminui a quantidade da via improdutiva de 45%, na ausência, para 

17%, na presença de AMP. Na reação com riboflavina, tem-se uma diminuição na 

extensão do caminho improdutivo de 77% para 22% na ausência e presença de AMP, 

respectivamente. Substituindo ADP por AMP (150 µM), um ativador mais fraco para a 

catálise da riboflavina, a extensão do caminho improdutivo aumenta de 22% para 

31%. Para avaliar a eficiência da determinação de H2O2 e a viabilidade do caminho 

improdutivo na presença de cada flavina, mediu-se o consumo de NADH catalisado 

pela holo NahG usando benzoato, um conhecido indutor responsável pela formação 

quantitativa de H2O2 a partir de NADH. Aqui, a quantidade estimada de peróxido foi 

de 100 ± 2% para FAD, 99 ± 3% para FMN e 100 ± 3% para riboflavina. 
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Os valores de ΔG de ligação obtidos para FMN é de -7,7 kcal/mol e de AMP é 

de -6,7 kcal/mol sendo que a soma dessas duas contribuições são de -14,4 kcal/mol, 

tais valores deveriam ser proporcionais ao valor de ΔG para a ligação do cofator FAD. 

Contudo, o valor de ΔG para a ligação do FAD, obtido espectroscopicamente, é de 

10,5 kcal/mol, indicando um maior desestabilização para o cofator completo, porém 

ao utilizarmos os valores da constante de ligação do FAD obtido por medidas 

eletroquímicas, por Tu e colaboradores100,  o valor de ΔG para a ligação do FAD é de 

15,4 kcal/mol mais condizente com o esperado. Essa variação de aproximadamente 

1 kcal/mol se dá por fatores de perdas entrópicas ao utilizarmos um sistema com maior 

número de componentes, no caso FMN AMP. 

As estruturas de inúmeras flavoproteínas foram determinadas por difração de 

raios-X. A despeito da reação catalisada por cada flavoproteína, as estruturas 

compartilham diversas características relacionadas às interações no sítio de ligação 

do cofator e dos substratos e permitem um visão detalhada de diferentes estados 

conformacionais: Apo NahG com a alça de E38 a G53 em uma conformação fechada 

(PDB 6BZ5) figura 3-8 a; estados mostrando uma conformação aberta para  a alça 

correspondente em PhzS de Pseudomonas aeruginosa (PDB 3C96), 3HB6H de 

Rhodococcus jostii (PDB 4BJZ) com o grupo isoaloxazina nas posições figura 3-8 (b) 

"externa" e figura 3-8 (c) "interna", respectivamente. 
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Figura 3-8: Flavoproteínas homólogas mostrando os diferentes estados 
conformacionais na fenda de ligação do FAD: (aenzima Conformação da alça de E38 a 
G53 da conformação fechada da NahG na forma Apo (PDB 6BZ5); (b) conformação 
aberta do mesmo loop correspondente da holoenzima PhzS de Pseudomonas 
aeruginosa ( PDB 3C96)  (c)conformação externa do mesmo loop da holoenzima 3HB6H 
da Rhodococcus jostii (PDB 4BJZ) O salicilato (Sal) foi modelado considerando a 
posição correspondente do 2,4-dihidroxibenzoato na estrutura cristalográfica da 4-
hidroxibenzoato hidroxilase 4HBH, (PDB 1DOD). 
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Ao comparar a estrutura cristalográfica para a apo 6xHis-NahG (entrada PDB 

6BZ5) e os homólogos contendo o FAD ligado. A alça de E38 a G53 é encontrada em 

uma conformação aberta na estrutura da apo 6xHis-NahG e ocupa a posição 

equivalente do FAD no estado holo, no qual a alça assume uma conformação fechada 

distinta que se dobra sobre a estrutura do FAD controlando o acesso ao substrato e o 

produto reacional no sítio ativo.92,101,102 É bastante plausível que esta alça mantenha 

as porções flavina e adenosina do FAD de uma maneira cooperativa.   

Resíduos polares altamente conservados estão envolvidos na interação com o 

FAD no estado holo: o resíduo E38 liga-se de forma bidentada com cada um dos 

grupos hidroxila do grupo ribosila; R111 interage com o grupo difosfato; D314 faz 

ligações de hidrogênio com o átomo O3' do grupo ribitila.  

Embora as cadeias laterais de E38 e D314 não mostrem nenhuma mudança 

conformacional aparente durante a catálise, a cadeia lateral de R111 oscila entre duas 

posições diferentes e desempenha um papel importante na dinâmica do grupo de 

isoaloxazina. Na posição "interna", este resíduo faz ligações de hidrogênio com o 

átomo de O2' (e possivelmente com o átomo de O4') do grupo ribitila, enquanto na 

posição "externa" interage com o grupo fosforila da adenosina espacialmente próxima 

ao átomo de O2' do grupo ribitila.103 Com isso, há uma correlação entre os efeitos do 

truncamento na flavina e as interações existentes na fenda de ligação do FAD na 

NahG. O mais notório é a excisão de pedaços maiores do FAD enfraquece a ligação 

da flavina e favorece o caminho improdutivo devido a menos interações entre a flavina 

e a NahG. A deleção do grupo ribitol fosfato resulta na perda de interações com os 

grupos NH da estrutura principal dos resíduos S18 e D314 e um aumento de 11 vezes 

nos valores de Kd
ap. Um truncamento mais remoto com excisão da porção adenosina 

monofosfato rende FMN e resulta em um aumento de 6,1 vezes em Kd
ap. Neste caso, 

as interações ausentes são as interações de ligações de hidrogênio entre os átomos 

do esqueleto de K131 e o anel de adenina, entre os grupos hidroxila da ribosila e a 

cadeia lateral de E38 e entre o grupo adenosina fosfato e a cadeia lateral de R111 

quando a conformação "interna" prevalece.78  
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Também avaliou-se o efeito do fosfito como ativador nas reações com as 

flavinas na ausência e presença de AMP e ADP. Os dados cinéticos em diferentes 

concentrações de fosfito para v/[E] mostram um comportamento de saturação (figura 

3-12).  
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Figura 3-9: Perfis cinéticos  para a oxidação do salicilato catalisada pela NahG em 
concentrações crescentes de fosfito na presença de  riboflavina 69 µM, AMP 150 µM, 
NADH 200 µM e 150 µM de salicilato;  FMN 20 µM, AMP 75 µM, NADH 200 µM, 150 µM de 
salicilato; na presença de salicilato (150 µM) na ausência e presença de AMP e ADP a 
pH 8,5, I = 0,21 M (NaCl) e 25 ºC. Fonte: o autor. 
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Tabela 3-4: Dados cinéticos e termodinâmicos para o efeito do fosfito na 
descarboxilação oxidativa de salicilato catalisado por NahG ligado a diferentes flavinas 
e nucleotídeos de adenosina a pH 8,5, I = 0,21 M (NaCl) e 25 ºC. 

Sistema  

Kd
 

(mM) 

kcat
ap 

(s-1) 

Fosfito + FMN 
20µM  

0,44 ± 
0,04 

6,6 ± 0,1 

Fosfito + FMN 
20µM +  
AMP 75µM 

0,20 ± 
0,02 

9,3 ± 0,2 

Fosfito + 
Riboflavina 69µM   

1,2 ± 0,3 5,0 ± 0,1 

Riboflavina 80µM 
+ AMP=150 µM 

1,5 ± 0,3 6,8 ± 0,1 

 

Os dados obtidos mostram que o grupo fosfito também atua como um ativador 

aumentando os valores de kcat das reações. Observou-se aproximadamente o dobro 

do valor de kcat para o sistema contendo Riboflavina e AMP e o triplo para o sistema 

contendo FMN. Os valores obtidos mostram o fosfito favorece a ligação dos grupos 

flavina e adenosina na enzima, favorecendo as conformações cataliticamente ativas. 

Os valores de Kd para o fosfito diminuem na presença dos nucleotídeos de adenosina, 

indicando que sua ligação é favorecida pela presença dos nucleotídeos de adenosina. 

Estudos cinéticos em concentrações crescentes de NADH foram realizados 

para investigar o efeito do truncamento do FAD e ativação pelos nucleotídeos de 

adenosina nos parâmetros de Michaelis-Menten do NADH (Figura 3-11). Para o 

cálculo desses parâmetros, utilizou-se a equação:  

FAD Flv

cat cat
E FAD E FlvFAD Flv

m m

[NADH] [NADH]

[E] +[NADH] +[NADH]

k kv

K K
 = +

                       2; 

que leva em conta as espécies cataliticamente ativas da NahG ligada ao FAD residual  

(Km FAD constante de ligação da enzima ao FAD e kcat
FAD  relacionada à atividade basal 
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da enzima ligada ao FAD) da purificação e da enzima ligada à flavinas estudadas 

neste trabalho. O valor do Km para a reação catalisada pela holo NahG ligada ao FAD 

é de 29 µM, ou seja, da mesma ordem de magnitude determinada em um estudo 

anterior nas mesmas condições (Km = 39 µM) e para a salicilato hidroxilase de P. 

putida S-1, que apresentou um valor de Km de 2,6 µM sob condições de saturação 

para salicilato, cerca de 10 vezes maior (Km = 1,1 mM) do que na ausência de 

salicilato.104 Os valores de Km para NADH nas reações mediadas por FMN e 

riboflavina são cerca de 7 e 10 vezes maiores em comparação com FAD (Tabela 3-

4). O excesso de AMP diminui esses valores em 2,2 e 1,3 vezes para FMN e 

riboflavina, respectivamente, enquanto a adição de excesso de ADP, no último caso, 

teve um efeito de 1,8 vezes. 
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Figura 3-10:Perfis cinéticos para NADH usando (a) riboflavina, (b) FMN, (c) FAD para 
mediar a oxidação catalisada de NADH na presença de salicilato (150 µM) e ausência e 
presença de AMP e ADP a pH 8,5, I = 0,21 (NaCl) e 25 ºC. 
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Tabela 3-5: Parâmetros de Michaelis-Menten para NADH em sua oxidação catalisada 
por NahG ligado a diferentes flavinas na presença de salicilato (150 µM) a pH 8,5, I = 
0,21 M (NaCl) e 25 ºC. Os valores entre parênteses são proporções em relação ao FAD. 

Sistema χE•FAD χE•Flv 
Km

 

(µM) 
kcat

 

(s-1) 

FAD 6,5 µM 0,94 - 
29 ± 3 

(1) 
14,1 ± 0,3 

(1) 

FMN 50 µM 0,22 0,74 
198 ± 9 

(6,9) 
9,3 ± 0,4 

(1,5) 

FMN 50 µM + 
AMP 150 µM 

0,22 0,77 
90 ± 10 

(3,2) 
8,8 ± 0 
(1,6) 

Riboflavina 45 µM 0,22 0,49 
280 ± 30 

(9,7) 
5,0 ± 0,8 

(2,9) 

Riboflavina 45 µM 
+ AMP 150 µM 

0,22 0,59 
220 ± 20 

(7,8) 
12,0 ± 1,0 

(1,2) 

Riboflavina 45 µM 
+ ADP 410 µM 

0,22 0,71 
157 ± 8 

(5,4) 
12,3 ± 0,5 

(1,1) 

O forte efeito nos valores de Km com a truncagem do FAD denota a sua estreita 

relação com o NADH. Como tipicamente encontrado para enzimas dependentes de 

NADH, a NahG exibe o motivo GxG perto do final da alça sobre o grupo isoaloxazina 

(resíduos E38 a G53)79 e a ligação de FAD culmina com várias mudanças 

conformacionais e a formação de uma cavidade rasa para ligação do NADH. 

Evidências bioquímicas indicam que a redução do grupo isoaloxazina ocorre na 

posição "externa", quando este é empilhado em seu lado direito com o grupo 

nicotinamida do NADH. Sob este arranjo, a transferência de hidreto ocorre do lado 

pro-R do grupo nicotinamida reduzido para a face si do átomo N5 do grupo 

isoaloxazina oxidado.105,106 Como resultado da transferência de hidreto, a flavina 

carrega uma carga negativa no átomo N1, o que muito provavelmente leva o grupo 

isoaloxazina para a posição "interna", onde é estabilizado pela extremidade N-terminal 

da hélice que reside o A307 na enzima NahG. A excisão da porção adenosina 

monofosfato do FAD para produzir FMN causa um grande aumento no Km para NADH 

(7 vezes) e muito provavelmente afeta a interação adequada entre a alça 
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compartilhada entre o NADH e a flavina.94 A recuperação parcial da atividade perdida 

pode ser realizada usando AMP em excesso (Tabela 3-5) O grupo ribitol fosfato do 

FAD, enterrado na estrutura da proteína e longe do local de ligação do NADH, 

desempenha um papel marginal no Km para o NADH em relação à porção adenosina 

monofosfato. A excisão do grupo fosforila do FMN rendendo a riboflavina causa um 

aumento do Km para NADH de apenas 1,4 vezes, o que coincide com o efeito da 

substituição do ADP por AMP nas reações mediadas pela riboflavina. 

 

 Estudos cinéticos com as variantes mutantes da NahG 

As frações obtidas da cromatografia de afinidade, que continham as proteínas 

recombinantes (vide Figura 3-11). 
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Figura 3-11: Cromatograma das purificações por exclusão molecular da NahG nativa e 
mutantes utilizando a coluna Hiprep™ 26/10 desalting eluída isocraticamente a 1,5 
mL/min com tampão 50 mM Tris-HCl pH 7,4, contendo NaCl 50mM. Fonte; o autor. 
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Variantes da NahG nativa foram obtidas com mutações na alça de ligação do 

FAD: E38A, R111Q, D314A e H110N pois conforme relatado anteriormente, esses 

resíduos estabelecem interações importantes com o FAD e são altamente 

conservados nas monooxigenases flavodependentes. As mutações foram planejadas 

levando em consideração da carga e do comprimento da porção do resíduo de 

aminoácido que interage com o cofator FAD. No caso, avaliamos as possíveis 

interações:  E38 liga-se aos grupos hidroxila do grupo ribosila; R111 interage com 

grupo difosfato; D314 faz ligações de hidrogênio com o átomo O3' do grupo ribitila e 

H110 localiza-se próximo da alça e sofre um forte reposicionamento com a ligação do 

FAD, estabelecendo papéis chave na interação enzima-FAD. Os perfis cinéticos para 

cada variante ativa apresentam tendência a saturação para o substrato, NADH e FAD 

conforme a Figura 3.12 a para mutante E38A, a Figura 3.12 b para mutante D314A, a 

Figura 3.12 c para mutante H110N.  

As mutações na alça do FAD em especial E38A, resultou em um aumento em 

Km de 1,3 para 4,6 µM. Esse dado indica que o grupo ribosila do FAD, que interage 

com esse resíduo favorecendo a conformação cataliticamente ativa na NahG, a 

exemplo da Rhodococcus jostii (PDB 4BJZ),107 exerce um papel importante na ligação 

do FAD. A mutação D314A não mostrou nenhuma alteração significativa na constante 

de ligação do FAD indicando que, embora altamente conservado, o resíduo de 

aspartato (D314 na NahG; D310 na phzS; D294 na 3HB6H) tem pouco efeito sobre a 

ligação e dinâmica do FAD. Contudo, a mutação R111Q gerou a perda da atividade 

catalítica da NahG, indicando que esse resíduo tem papel crucial para a atividade, 

visto que a posição do grupo isoaloxazina entre as conformações externa e interna 

parece ser controlada por ligações de hidrogênio entre o grupo ribitol do FAD e o 

resíduo de arginina (R111 na NahG; R106 na phzS; R110 na 3HB6H). Para a 

identificação das  interações descritas acima, se faz necessário a utilização de 

critérios tais como a distância doador/aceptor de ligação de hidrogênio e o ângulo 

entre C-H-O. Além disso, a distância C-O é um dos atributos importantes para 

determinar a existência deste tipo de interação e seu valor deve ser menor do que a 

soma dos raios de Van der Waals do carbono e do oxigênio. Dessa forma, se o raio 

de Van der Waals do átomo de oxigênio é de 1,40 Å e o do átomo de carbono ligado 
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covalentemente ao átomo de hidrogênio é de 1,85 Å, a distância C-O deve ser menor 

do que 3,25 Å para observar uma interação do tipo ligação de hidrogênio108. A 

mutação da histidina na posição 110 não alterou a Km do FAD sendo essa posição 

sensível somente a ligação do substrato, pois o valor de Km do substrato foi alterado 

de 39 µM para 47 µM.  

a) 
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Figura 3-12: Velocidade de reação em função da concentração de ácido salicílico, FAD 
e NADH para reação de conversão de salicilato em catecol catalisada pelas variantes 
da NahG (a) E38A, b) D314A, c) H110N em pH 8,5 e 25 ºC. 
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Tabela 3-6: Parâmetros cinéticos para o ácido salicílico, FAD e NADH na reação de 
conversão de salicilato em catecol catalisada pelas variantes da NahG Nativa, E38A, 
D314A e H110N em pH 8,5 e 25 ºC 

NahG Salicilato 
Km

 (µM) 

          NADH 
Km

 (µM) 
FAD 

Km
 (µM) 

kcat
ap 

(s-1) 

Nativa 28 ± 3 39 ± 3 0,39 ± 0,08  11,7 ± 0,3  

E38A 48 ± 2  234 ± 4 4,6 ± 0,5 7,4 ± 0,5 

 D314A 25 ± 3 
 
          45 ± 7 

 
1,5 ± 0,3 

 
 4,2 ± 0,2  

H110N 59 ± 3            47 ± 5 1,3 ± 0,1  3,9 ± 0,1 

R111Q - não houve atividade  - - 

A variante da NahG E38A tem um valor de Km para o NADH de 234 µM um 

aumento de oito vezes em relação à nativa, isso indica que a interação desse resíduo 

com a porção ribosila do FAD influência na ligação do NADH. Essa observação 

corrobora os dados obtidos para os cofatores truncados, pois a adição da porção AMP 

e ADP para a riboflavina causou a diminuição do valor de Km, da mesma forma, 

observou-se a diminuição nos valores do FMN com a adição do AMP. Entretanto, para 

a variante D314A não houve uma variação significativa do valor de Km do NADH, 

aumentando de 29 µM para a enzima nativa para 45 µM na variante, indicando a 

menor influência desse resíduo na ligação da alça com o FAD. De maneira 

semelhante, a mutante H110N teve um pequeno efeito no valor de Km do NADH. A 

inatividade da variante R111Q pode indicar que esse resíduo de arginina desempenha 

papel crucial na ligação do FAD na enzima NahG, outra hipótese é que ele pode 

influenciar na formação do correto formato da alça da enzima que se liga ao FAD.  
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 Conclusões  

A ligação de flavina e a catálise na maioria dos FMOs monocomponente 

dependem de eventos altamente dinâmicos. O truncamento do FAD em FMN e 

riboflavina enfraquece a ligação e a capacidade da enzima NahG de promover 

produtivamente a oxigenação do salicilato via o intermediário C(4α)-hidroperoxiflavina. 

A adição dos nucleotídeos AMP e ADP à reação com as flavinas truncadas promove 

remotamente a capacidade de ligação da enzima à flavina, a extensão e a velocidade 

do caminho acoplado chegam a níveis comparáveis à reação usando FAD. Isso ocorre 

mediante uma barreira entrópica para a ligação de FAD, que é aparentemente menor 

em comparação com a ligação de suas partes componentes individuais. O grupo ribitol 

fosfato do FAD auxilia na ligação de a outras partes do FAD. No entanto, essa porção 

tem pequena influência no Km para o NADH, que depende mais prontamente do grupo 

adenosina monofosfato. Este resultado é consistente com os dados estruturais, que 

mostram o grupo ribitol fosfato ligado profundamente na estrutura da proteína,101,109 

enquanto o grupo adenosina monofosfato está posicionado lateralmente em relação 

ao grupo adenosina monofosfato do NAD(P)H.  

Os experimentos de mutagênese indicaram que E38 tem influência na ligação 

do NADH, indicando ser um resíduo importante na alça de ligação do FAD e 

imprescindível para a interação do NADH. Além disso, o resíduo de R111 também é 

imprescindível para a atividade enzimática.  

Este trabalho apresenta um novo campo de aplicabilidades de flavoenzimas. A 

adição de nucleotídeos remotos às flavinas truncadas adiciona uma nova ferramenta 

para potencial a aplicação de FMO’s monocomponente em biocatálise e ativação de 

flavinas modificadas quimicamente. 
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4 ALDEÍDO DESIDROGENASE 

As enzimas da família de aldeído desidrogenases (ALDHs) são ubíquas em 

sistemas biológicos. Elas participam da oxidação de aldeídos a ácidos carboxílicos, 

sendo essenciais para muitos processos biológicos, incluindo o catabolismo de fontes 

de carbono para obtenção de energia e metabólitos.110As ALDHs também estão 

envolvidas na inativação de compostos tóxicos. Curiosamente, é bem conhecido que 

indivíduos orientais apresentam a mutação K487E que diminui a atividade catalítica 

da aldeído desidrogenase mitocondrial, resultando no acúmulo de acetaldeído após o 

consumo de bebidas alcoólicas.111 As ALDHs catalisam a oxidação de uma vasta 

gama de aldeídos aromáticos e alifáticos. Tais reações dependem do cofator 

dinucleotídeo de nicotinamida e adenina (NAD+) ou de sua forma fosforilada (NADP+). 

Embora, a vasta maioria de ALDHs sejam específicas para o NAD+.112 

As ALDHs são geralmente agrupadas de acordo com a sequência de 

identidade, filogenia e características estruturais combinadas. Contudo, o sistema de 

classificação tem evoluído com a identificação de novos membros. A classificação 

inicial das ALDHs começou no final dos anos 1980, quando apenas algumas 

sequências de ALDHs estavam disponíveis, o que levou à sua classificação em três 

classes distintas, ALDH 1, 2 e 3, geralmente composta por ALDHs de humanos ou 

isoenzimas de mamíferos.113 As classes 1 e 3 consistem, em ambos os casos, de 

enzimas citosólicas constitutivamente expressas e induzíveis, com a classe 3 sendo 

expressa especificamente em tumor, estômago e células da córnea, enquanto a 

classe 2 agrupa enzimas constitutivas da mitocôndria. Cada classe oxida uma 

variedade de substratos, que podem ser derivados de uma fonte endógena ou 

exógena, incluindo aldeídos derivados do metabolismo xenobiótico.114 As Classes 1 e 

2 contêm principalmente enzimas promíscuas quanto ao  substrato, enquanto a classe 

3 contém enzimas específicas em relação aos substratos.106 Com um número 

crescente de sequências de ALDHs atualmente conhecidas, uma nova classificação 
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com base no trabalho de Dayhoff foi adotada a partir de 1999. As proteínas com 

sequência de identidade maior que 40% foram consideradas pertencentes à mesma 

classe.115 Dentro dessa classificação, a família das ALDHs humana consiste em 19 

genes supostamente funcionais codificados em localizações cromossômicas distintas. 

No entanto, pesquisas emergentes demonstram que existem significativamente mais 

classes de ALDHs. Um estudo recente sobre o gênero Pseudomonas identificou 42 

classes diferentes de ALDHs, demonstrando a diversidade dessas enzimas.116 

O sítio ativo das ALDHs está localizado na base de um túnel hidrofóbico, em 

forma de funil. Há um resíduo de cisteína altamente conservado em todas as famílias 

das ALDHs, sendo consenso que ele detém um papel catalítico essencial.117 A cadeia 

do resíduo de cisteína se projeta para o túnel catalítico, que se estende por cada 

subunidade. Além disso, o funil é identificado como um “pocket” catalítico, onde o 

aldeído forma um intermediário tetraédrico ao reagir com um resíduo de cisteína para 

iniciar a catálise (Esquema 4 1).118 Além da oxidação de aldeído, algumas ALDHs 

possuem atividade esterase. Essas enzimas utilizam os mesmos resíduos do sítio 

ativo para realizar esta função, sem a necessidade de uso do cofator NAD(P).119 

Interessantemente, a chamada “pseudoenzima” humana ALDH16 não possui este 

resíduo de cisteína catalítico, o que resulta na ausência de atividade catalítica, sendo 

considerada uma proteína de ligação.119 

A partir de análises de sequências de aminoácidos e dados cristalográficos, 

verificou-se que dois resíduos, uma cisteína e um glutamato, são altamente 

conservados em ALDHs.120 Com base nessas informações, propôs-se um mecanismo 

de reação para as ALDHs (Esquema 4.1). O grupo tiol da cisteína em sua forma 

aniônica ataca nucleofilicamente o átomo de carbono carbonílico do aldeído formando 

um intermediário hemitioacetal (I), que transfere um hidreto para o NAD(P)+(II), 

formando um intermediário tioacilenzima e NAD(P)H (III). O resíduo de glutamato 

altamente conservado ativa por meio de catálise básica-geral, uma molécula de água 

nucleofílica na etapa de desacilação (IV), produzindo o produto ácido carboxílico e o 

resíduo de cisteína nucleofílico regenerado (V)118  
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Esquema 4-1: Mecanismo proposto para as enzimas da superfamília das ALDHs. Fonte: 
adaptado de Coitinho et al, 2016.114 

 

As ALDHs apresentam uma estrutura característica composta por seis fitas 

beta, associadas a quatro hélices alfa, conforme destacado na figura 4-1. Essas 

regiões foram observadas pela primeira vez por Rossmann e colaboradores, sendo 

atualmente denominada como enovelamento de Rossmann. Os autores concluíram 

que essa região é responsável por ligar-se ao NAD(P)+ 121,112 
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Figura 4-1: Representação esquemática do enovelamento de Rossmann: uma repetição 
consecutiva de porções compreendendo diversas fitas-β (em amarelo), uma alça de 
conexão (verde) e hélices-α (laranja). As fitas-β formam um núcleo de fitas na ordem 3-
2-1-4-5-6. A dobra de Rossmann compreende duas repetições consecutivas, cada uma 
compreendendo de fitas-β (3-2-1 e 4-5-6) e duas hélices-α. Fonte: Laurino et al, 2016.108 

 

Na ligação NAD+, a porção adenina do cofator se conserva através de ALDHs 

numa conformação fixa, sem movimento durante a catálise. Em contrapartida, a 

porção nicotinamida parece ser flexível, contribuindo para conformações variáveis em 

todos os membros da superfamília de ALDHs (Figura 4.2). O movimento da 

nicotinamida dentro e fora do sítio ativo durante a catálise ocorre em um local 

conservado e importante no mecanismo de ALDHs. 

Tanto na estrutura ALDH1 como na ALDH2, a adenosina forma ligações de 

hidrogênio com os resíduos de K192, E195 e I166. A sequência específica de 

aminoácidos, G1XG2XXG3, que se curva ao final da primeira fita-β, interage com a 

adenosina da molécula NAD+.111,122 A porção de nicotinamida do cofator, 
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aparentemente demonstra uma desordem discreta durante a ligação que leva a um 

número de conformações do cofator. Na ALDH2 bovina e ALDH3 de rato a ligação do 

anel de nicotinamida difere da ALDH1 de ovelha.123 Em duas conformações da 

nicotinamida foram observadas diferenças específicas entre a ALDH1 e ALDH2 de 

mais de 5 Å na interação da nicotinamida (Figura 4-2). Além disso, os mesmos 

resíduos de aminoácidos, Q349, E399 e F401, conferem a estabilização da porção de 

nicotinamida tanto em ALDH1 quanto na ALDH2, no entanto, fazem-no de uma forma 

muito diferente. 

A flexibilidade da nicotinamida também é auxiliada pela fraca ligação da porção 

pirofosfato nas ALDHs. Em contraste com outras desidrogenases dependentes de 

NAD+, existem poucas interações entre os grupos fosforila negativos e os resíduos da 

proteína, especialmente devido à falta de lisinas ou argininas na região de ligação do 

cofator. Em vez disso, as interações ocorrem com um pedaço de forte potencial 

eletrostático negativo de uma região conservada nas enzimas ALDH1 e ALDH2 

próximo à ligação de fosfato. Essas interações agem como uma junta esférica, 

conferindo flexibilidade dentro do sistema. O entendimento de como ocorre a 

flexibilidade da nicotinamida está relacionado à desprotonação mediada pela água 

usando E268 durante a catálise. Especificamente, durante a etapa de transferência 

de hidreto, a cadeia lateral de E268 deve ser posicionada longe do anel de 

nicotinamida do cofator. Antes que a desacilação do tioéster possa ocorrer, a porção 

da nicotinamida deve pelo menos sair metade do sítio ativo para gerar espaço para a 

molécula de água se posicionar perto do carbono do intermediário tioéster. A 

flexibilidade do resíduo de E268 e do anel de nicotinamida são fundamentais para a 

ação adequada da ALDH.123 
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Figura 4-2: Diferentes conformações da porção da nicotinamida e a orientação do anel 
de adenina de NAD demonstrada na ALDH1 de ovelha e ALDH2 bovina (PDB: 1BXS e 
1A4Z), ALDH1 (cinza escuro) e ALDH2 (cinza claro) modelados com a sobreposição 
com NAD+ em amarelo e azul, respectivamente. As medições demonstram um 
deslocamento aproximado de 5 Å da porção nicotinamida. Os principais resíduos de 
ligação do cofator são destacados em vermelho. Fonte: Adaptado de Moore et al 
1998.107 

Os dados cristalográficos de um tetrâmero de uma ALDH revelaram que 

ambos, o substrato ácido retinóico (REA) e o NAD+, se ligam ao sítio ativo da enzima 

em monômeros diferentes com duas conformações também distintas. Nos 

monômeros A e D (MonD), o substrato exibe uma conformação fechada com seu 

grupo apontando para o resíduo catalítico C314. Nos mesmos monômeros, a porção 

de ácido nicotínico do NAD+ é orientada na direção do sítio ativo. Por outro lado, nos 
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monômeros B e C (MonC), o ácido retinóico adota uma conformação que indica ser a 

conformação do produto, com a cadeia isoprênica se afastando do sítio ativo em 

direção à superfície da proteína, de tal modo que toda a molécula do ácido retinóico 

ocupa eficientemente um túnel, que fornece acesso ao substrato e liberação do 

produto. Nesses monômeros B e C, o anel nicotínico NAD+ também se afasta do sítio 

ativo com uma configuração que aponta para a superfície da proteína (Fig. 4-3). As 

conformações associadas ao ácido retinóico e ao NAD+ não parecem ser 

determinadas ou influenciadas por contatos que ocorrem entre os diferentes 

monômeros de estrutura tetramérica. Com isso, foi suposto que as duas 

conformações adotadas pelo substrato e cofator são consequência de interações 

específicas com resíduos conservados de ALDHs.117,124 
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Figura 4-3: As duas conformações observadas para REA e NAD+ são acopladas 
conforme indicado pelas setas, um par representando o estado fechado (no monD) e o 
estado aberto (no monC) que representa a conformação de liberação do produto. O 
resíduo E280 oscila entre duas conformações seguindo aquelas observadas para os 
ligantes. Fonte: Adaptado de Moretti et al, 2016113 

Por sua vez, Araújo (2015) sugere que na NahI, a presença de resíduos com 

cadeia lateral volumosa no sítio catalítico oclui a entrada de substratos aromáticos e 

lineares longos.125 A especificidade da NahI deve-se a um fragmento de 21 resíduos 

de aminoácidos que não ocorre em outras 2-hidroximuconato semialdeído 

desidrogenases. Os autores concluíram que uma inserção e uma mutação de deleção 

podem ter produzido um desvio do quadro de leitura, levando a uma mudança drástica 

nas propriedades catalíticas da NahI.126 



108 
  

 
 

 

É interessante que as enzimas ALDHs da via de degradação do naftaleno na 

PpG7 apresentam características distintas quanto à atividade catalítica, apesar de 

suas estruturas secundárias serem similares O principal ponto deste trabalho é 

entender o papel da NahI, pois a NahF exibe promiscuidade e uma maior atividade 

catalítica que poderia substituir ou suplementar a ação da NahI. 

O método de estudo utilizado foi a inibição das duas enzimas ALDHs da PpG7. 

Pensando nisso, os próximos parágrafos descrevem um pouco dos aspectos teóricos 

que envolvem o estudo de cinética enzimática com o método de King e Altman.127 

Equilíbrios complexos com muitas formas de enzimas são mais bem tratados por este 

método. O método King-Altman explora a abordagem topológica. Várias formas da 

enzima são configuradas com equilíbrio adequado na forma de uma figura, tomando 

o cuidado que cada forma de enzima ocorra apenas uma vez em cada figura. A fração 

de [E0] presente em cada forma de enzima é então avaliada usando esta 

representação. Com isso, traça-se uma lista de todos os padrões possíveis que 

interconectam todas as formas da enzima, mas sem fechar um ciclo. Por exemplo, 

para “n” espécies de enzimas, cada padrão deve conter n-1 setas. Uma equação de 

partição agora pode ser escrita para cada forma que defina a proporção da enzima 

nessa forma, em termos de taxa individual das constantes e concentrações 

relevantes. Uma equação de partição para qualquer forma de enzima (En) pode ser 

escrito em termos de [E0] geralmente, é dado pela equação 2: 

[𝐸𝑛] =  
𝐷𝑛

𝐷1+𝐷2+⋯+𝐷𝑛
 [𝐸0] (2) 

onde D1 a Dn são numeradores para as respectivas formas de enzima enquanto sua 

soma (E0) é o denominador. Assim, para cada forma de enzima, há uma expressão 

que, quando dividida pela soma de todas essas expressões, resulta na equação de 

partição que descreve a fração de cada forma enzimática presente no estado 

estacionário. A função de partição adequada das equações é usada para avaliar a 

evolução da reação. O exemplo abaixo, mostra uma situação simples para aplicar o 

método de King-Altman. Dado o sistema:  
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onde D1 a Dn são numeradores para as respectivas formas de enzima enquanto sua 

soma (E0) é o denominador.  

O primeiro passo é a obtenção de um sistema que descreve todas as formas 

da enzima e suas interconversões. O resultado neste caso será: 

 

a seguir, desenham-se setas dos termos que afetam uma espécie, que são calculados 

em cada polígono aberto, percorrendo-se o caminho para chegar à espécie, 

multiplicando-se as constantes de velocidade e as concentrações de S e P se 

aplicáveis; 

Para a espécie E temos os seguintes caminhos: 

 

Temos: 

; 

Para as demais espécies temos: 
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; 

 

 

 

 

Feito isso, substitui-se os valores encontrados na equação de velocidade 

correspondente: 

𝑣 =  
𝑑[𝑃]

𝑑𝑡
= 𝑘3[𝐸𝑆2] − −𝑘3[𝐸][𝑃]; 

Aplicando a noção da função de partição descrita acima, temos: 

𝑣 = 𝑘3(
𝑘1𝑘2 [𝑆]+ −𝑘1−𝑘3 [𝑃]+ 𝑘2−𝑘3[𝑃]

𝐸0
)  −  (−𝑘3[𝑃](

−𝑘1−𝑘2+ 𝑘2𝑘3+−𝑘1𝑘3

𝐸0
)); 

Agrupando os termos em função de E0, [S] e [P] temos: 

𝑣 = 𝐸0 (
𝑘1𝑘2𝑘3[𝑆]− −𝑘1−𝑘2−𝑘3 [𝑃]

−𝑘1𝑘2+𝑘2𝑘3+−𝑘1𝑘3+𝑘3[𝑃]𝑘1[𝑆]+−𝑘3−𝑘2+𝑘1[𝑆]−𝑘2+−𝑘1−𝑘3+𝑘1[𝑆]𝑘2+−𝑘3+𝑘2
); 

Dividindo o numerador e o denominador por −𝑘1−𝑘2 + 𝑘2𝑘3 + −𝑘1𝑘3 e 

rearranjando, temos: 

𝑣 = 𝐸0 (

𝑘1𝑘2𝑘3
−𝑘1−𝑘2+𝑘2𝑘3+−𝑘1𝑘3

 [𝑆]−
−𝑘1−𝑘2−𝑘3

−𝑘1−𝑘2+𝑘2𝑘3+−𝑘1𝑘3
[𝑃]

1+
𝑘1𝑘2+𝑘1−𝑘2+𝑘1𝑘3 

−𝑘1−𝑘2+𝑘2𝑘3+−𝑘1𝑘3 
[𝑠]+ 

−𝑘2−𝑘3+−𝑘1−𝑘3 +𝑘2−𝑘3 
−𝑘1−𝑘2+𝑘2𝑘3+−𝑘1𝑘3

[𝑃]
); 

por substituições apropriadas para os termos Vmax do substrato e produto e Km do 

substrato e produto, temos:  

𝑣𝑚𝑎𝑥
𝑠 =

𝑘2𝑘3

−𝑘2+𝑘2+𝑘3
; 𝐾𝑚

𝑠 =
−𝑘1−𝑘2+𝑘2𝑘3+−𝑘1𝑘3

𝑘1𝑘2+𝑘1−𝑘2+𝑘1𝑘3
; 𝑣𝑚𝑎𝑥

𝑃 =
−𝑘1−𝑘2

−𝑘2+−𝑘1+𝑘2
;  
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𝐾𝑚
𝑃 =

−𝑘1−𝑘2+𝑘2𝑘3+−𝑘1𝑘3

−𝑘2−𝑘3+−𝑘1−𝑘3+𝑘2−𝑘3
; 

Com isso a expressão final é: 

𝑣 = (

𝑣𝑚𝑎𝑥
𝑠

𝐾𝑚
𝑠  [𝑆]−

𝑣𝑚𝑎𝑥
𝑃

𝐾𝑚
𝑃 [𝑃]

1+
[𝑆]

𝐾𝑚
𝑠 + 

𝐾𝑚
𝑃

[𝑃]

); 

Sendo esta equação acima, capaz de descrever o comportamento cinético do sistema 

estudado. Essa abordagem é muito robusta e será aplicada neste trabalho. O ponto 

central dessa parte do trabalho visa o entendimento do papel dessas duas ALDHs na 

via de degradação do naftaleno, para isso será desenvolvido um estudo de inibição 

das duas enzimas frente ao salicilato. 
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 Objetivos 

Em relação aos objetivos específicos referentes aos estudos com as aldeído 

desidrogenases da via de degradação do naftaleno, pretende-se: 

• Determinar por cinética o perfil de inibição das enzimas NahF e NahI para o 

salicilato 

• Propor um mecanismo de inibição com base em dados cinéticos e estruturais. 

• Alcançar um melhor entendimento do papel da NahF e NahI na via de 

degradação de HAPs.  
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 Metodologia 

 Expressão das proteínas recombinantes NahF e NahI de P. 

putida 

 

Bactérias E. coli BL21 Arctic Express transformadas com o vetor de 

expressão pET28a(TEV) contendo o gene para nahF ou NahI foram inoculadas em 

10 mL de meio LB suplementado com gentamicina 40 µg/mL e canamicina 50 µg/mL. 

Após feita a incubação por 16 h a 37 °C e 200 rpm, a cultura foi transferida para 2 L 

de meio LB também com antibióticos gentamicina 40 µg/mL e canamicina 50µg/mL e 

cultivada a 30 °C, 200 rpm, por 3 h. A expressão foi induzida pela adição de IPTG 0,5 

mM e a cultura incubada a 12°C, 200 rpm, por 24h. O acompanhamento da expressão 

e a verificação da presença da proteína na fase solúvel ou insolúvel após a lise foram 

realizados por eletroforese em gel de poliacrilamida 12%. 

As células bacterianas foram coletadas por centrifugação (4000g, 10 min) e 

ressuspensas em 20 mL de tampão de lise (Tris-Cl 50 mM pH 7,4,sacarose 1% (p/v), 

Tween 1% (v/v), glicerol 1% (v/v) e lisozima 0,25% (p/v)) e lisadas por três ciclos de 

congelamento e descongelamento seguidos de três ciclos de sonicação por 30 s em 

banho de gelo a 30% de amplitude com intervalos de 30 s. Os lisados celulares foram 

removidos por centrifugação a 4 °C durante 45 min a 10.000g. 

 

 Purificação das proteínas recombinantess NahF e NahI de P. putida 

A fração solúvel do lisado foi imediatamente injetada em uma coluna de 

afinidade Ni2+ de 10 mL (Chelating Sepharose Fast-Flow, GE Healthcare) conectada 

a um sistema de cromatografia ÄKTA start (GE Healthcare). Após a injeção da 

amostra, a coluna foi lavada com tampão A (50 mL, tampão Tris-HCl 50 mM a pH 7,4, 

NaCl 500 mM, imidazol 30 mM) e um gradiente linear foi aplicado usando tampão A 
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(100 mL) e tampão B ( 100 mL, tampão Tris-HCl 50 mM a pH 7,4, NaCl 500 mM, 

imidazol 500 mM) com um fluxo de 3 mL/min (figura 5). As frações obtidas da 

cromatografia de afinidade, que continham as proteínas recombinantes, foram 

reunidas e imediatamente eluídas em tampão C (50 mM Tris-HCl pH 7,4 e 50 mM 

NaCl), utilizando uma coluna de dessalinização HiPrep™ 26/10 (GE Healthcare). 

Ressaltando que, em todas as etapas, a solução da enzima foi mantida em banho de 

gelo a 4ºC. As frações obtidas com a enzima de interesse foram reunidas e 

concentradas utilizando um concentrador para centrífuga Vivaspin (faixa de corte de 

peso molecular de 10.000 GE Healthcare) para um volume de 2 mL. Posteriormente, 

adicionou-se glicerol 80% resultado em uma concentração final de 30% v/v de glicerol. 

As concentrações de proteína obtidas foram calculadas pelo coeficiente de extinção 

molar de cada enzima a 280 nm. 

 

 Ensaios cinéticos de inibição da NahF e NahI 

A atividade enzimática da NahF (0,069 µM) foi avaliada na presença de 

concentrações crescentes de inibidor salicilato a 25 ºC com concentrações fixas de 

substrato a 50 µM e de cofator NAD+ a 200 µM. As reações foram acompanhadas por 

espectrofotometria no UV-Vis, pela formação de NADH que absorve a 340 nm com 

um coeficiente de absortividade molar (ε) de 6220 M-1cm-1.118 A velocidade reacional 

foi calculada considerando v = dC/dt. De modo a garantir condições de velocidades 

iniciais, somente 5% de formação dos produtos foi considerada. Também se avaliou 

a velocidade reacional com concentrações fixas de salicilato e de cofator NAD+ a 200 

µM, com concentrações crescentes de substrato. Além disso, foram obtidos dados de 

velocidade com concentrações crescentes de cofator NAD+ a 200 µM e concentrações 

fixas de salicilato e de substrato, para a NahF 50 µM e para a NahI 33 µM. 

Para a NahI, a concentração de enzima foi de 0,013 µM. Foram utilizados os 

valores de concentração de substrato de 33 µM e para o NAD+ de 200 µM e sua 

atividade foi avaliada acompanhando-se a taxa de desaparecimento do substrato 2-

hidroximuconato semialdeído em 375nm (ε= 22.966 M-1cm-1)128, na presença de 

concentrações crescentes de inibidor salicilato a 25 ºC. 
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Os dados de velocidade foram tratados segundo o modelo misto de inibição e 

os valores de Km, Vmax e as constantes que descrevem o sistema de inibição das 

enzimas foram calculados utilizando ajustes não-lineares com equações deduzidas 

com o método de King-Altman. O pH foi mantido a 8,5 em cada análise pela adição 

de 50 mM do tampão Hepes com força iônica ajustada em 0,2 com a adição de NaCl 

0,181 mM e 0,111 mM de EDTA.  
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 Resultados e Discussão 

As enzimas NahF e NahI possuem 33% de identidade de sequência e elevada 

homologia estrutural (figura 4.4), apresentando as mesmas porcentagens de perfis de 

estruturas secundárias, compostas por 43% de hélices-α e 20% de fitas-β. Análise das 

estruturas cristalográficas de ambas as enzimas indica uma diferença marcante no 

sítio ativo, caracterizada por uma entrada mais ocluída na NahI em relação à NahF.131 

Além dessa diferença estrutural, elas também diferem na capacidade catalítica A 

sensibilidade das ALDHs ao salicilato já foram reportadas no metabolismo de 

oxidação de álcoois em mamíferos.123,129 Além disso, foi observada a presença de 

uma molécula de salicilaldeído localizada entre as duas subunidades que compõem o 

dímero da NahF, o que indica uma possível regulação alostérica para esta enzima.135 

Com base nesses estudos, uma avaliação dos dados cinéticos envolvendo a inibição 

do salicilato nas ALDHs da via de degradação do naftaleno foram conduzidos e 

obteve-se os perfis de inibição para as enzimas NahF e NahI.  
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Figura 4-4: :Sobreposição das estruturas cristalográficas da NahI (Azul) e NahF (Bege) 
(PDB 4JZ6) das duas aldeído desidrogenase da via de degradação do naftaleno em 
PpG7. A sobreposição possuiu um valor de RMSD de 1,65Å para 350 átomos. Fonte: o 
autor. 

Os ensaios cinéticos foram feitos a diferentes concentrações de inibidor, 

salicilato, concentrações fixas de enzima, substrato e cofator. As velocidades de 

reação em função da concentração de inibidor estão apresentadas nas figuras 4.5 e 

4.6. Os dados experimentais foram analisados com base no sistema de inibição mista. 

Esse tipo de inibição é descrito em vários trabalhos da literatura, porém, com notações 

diferentes para as constantes envolvidas no mecanismo.130,131,132 

 

A partir do sistema misto de inibição, considerando que o salicilato pode se ligar 

tanto no sítio ativo quanto no sítio do cofator NAD+, montaram-se os esboços dos 

processos de inibição para a NahF e para a NahI, apresentados no Esquema 4.2a e 

4.2b, respectivamente, onde a enzima livre E é inibida pelo inibidor I durante a reação 

com o cofator A e o substrato B, sendo o complexo EAB que representa a espécie da 

enzima ligada ao substrato e cofator que precede a formação dos produtos. Em 
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ambas, o salicilato parece ter uma possível regulação alostérica. Estudos cinéticos 

reportam que o salicilato atua como inibidor competitivo ou não-competitivo para 

ALDHs com constantes de inibição na escala de milimolar.117,133 Em estudos 

enzimáticos, o componente competitivo do componente de inibição pode ser 

acentuado em sistemas com concentrações muito altas. Em concentrações de 

substrato perto do valor da constante de Michaelis, o peso do componente competitivo 

pode não ser observado. 

 

Esquema 4-2: Equilíbrios reacionais de inibição mista do salicilato nas reações 
catalisadas pelas enzimas a) NahF e b) NahI.  

As leis de velocidade para estão reações foram deduzidas com auxílio do 

método de King-Altman. Para qualquer um dos sistemas, temos que a velocidade da 

reação é dada por: 

𝑣 = 𝑁/𝐷 =  
𝑑[𝑃]

𝑑𝑡
= 𝑘3[𝐸𝐴𝐵] − 𝑘−3[𝐸𝑄][𝑃] (1) 

Sendo o numerador N dado por: 



119 
  

 
 

 

 𝑵 =  𝒏𝟏[𝑷][𝑸] +  𝒏𝟐[𝑨][𝑩]              (2) 

onde: 

         para NahF 

𝒏𝟏 = −(𝒌−𝟏𝒌−𝟐𝒌−𝟑𝒌−𝟒𝒌−𝟓) (3) 

𝒏𝟐 =  +(𝒌𝟏𝒌𝟐𝒌𝟑𝒌𝟒𝒌−𝟓)  (4) 

para NahI 

𝒏𝟏 = −(𝒌−𝟏𝒌−𝟐𝒌−𝟑𝒌−𝟒𝒌−𝟓𝒌−𝟔) (5) 

𝒏𝟐 =  +(𝒌𝟏𝒌𝟐𝒌𝟑𝒌𝟒𝒌−𝟓𝒌−𝟔)        (6) 

e o denominador D dado por: 

Para NahF: 

𝑫 =  𝒅𝟏[𝑩][𝑷][𝑸] +  𝒅𝟐[𝑨][𝑩][𝑷] +  𝒅𝟑[𝑷][𝑰] +  𝒅𝟒[𝑷][𝑸] +  𝒅𝟓[𝑩][𝑰]

+  𝒅𝟔[𝑩][𝑸] + 𝒅𝟕[𝑨][𝑷] + 𝒅𝟖[𝑨][𝑩] +  𝒅𝟗[𝑰] +  𝒅𝟏𝟎[𝑸]

+  𝒅𝟏𝟏[𝑷] +  𝒅𝟏𝟐[𝑩] +  𝒅𝟏𝟑[𝑨] +  𝒅𝟏𝟒 

(7) 

Sabendo que sob condições de velocidade inicial [Q] << 1 e Kic = k-5/k5, temos 

que os termos d1, d4, d6 e d10 podem ser desprezados e os demais expressos de 

acordo com a terminologia proposta por Cleland como indicado abaixo: 

d1 = k2 k-3 k-4 k-5 / (k1 k2 k4 k-5 + k1 k2 k3 k-5)      

d2 = k1 k2 k-3 k-5 / (k1 k2 k4 k-5 + k1 k2 k3 k-5) = 1/KiP      

d3 = k-1 k-2 k-3 k5 / (k1 k2 k4 k-5 + k1 k2 k3 k-5)  = KiA KmB KmQ /Kic KmP KiQ 

d4 = (k-2 k-3 k-4 k-5 + k-1 k-3 k-4 k-5) / (k1 k2 k4 k-5 + k1 k2 k3 k-5)    

d5 = k2 k3 k4 k5 / (k1 k2 k4 k-5 + k1 k2 k3 k-5)  = KmA /Kic    

  
d6 = k2 k3 k-4 k-5 / (k1 k2 k4 k-5 + k1 k2 k3 k-5)      

d7 = k1 k-2 k-3 k-5 / (k1 k2 k4 k-5 + k1 k2 k3 k-5)  = KmB KmQ /KmP KiQ    

d8 = (k1 k2 k4 k-5 + k1 k2 k3 k-5) / (k1 k2 k4 k-5 + k1 k2 k3 k-5) = 1   

d9 = (k-1 k-2 k4 k5 + k-1 k3 k4 k5) / (k1 k2 k4 k-5 + k1 k2 k3 k-5) = KiA KmB /Kic   

d10 = (k-1 k-2 k-4 k-5 + k-1 k3 k-4 k-5) / (k1 k2 k4 k-5 + k1 k2 k3 k-5)    

d11 = k-1 k-2 k-3 k-5 / (k1 k2 k4 k-5 + k1 k2 k3 k-5) = KiA KmB KmQ / KmP KiQ    

d12 = k2 k3 k4 k-5 / (k1 k2 k4 k-5 + k1 k2 k3 k-5) = KmA 

d13 = (k1 k-2 k4 k-5 + k1 k3 k4 k-5) / (k1 k2 k4 k-5 + k1 k2 k3 k-5) = KmB 

d14 = (k-1 k-2 k4 k-5 + k-1 k3 k4 k-5) / (k1 k2 k4 k-5 + k1 k2 k3 k-5) = KiA KmB 
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Para NahI: 

𝑫 =  𝒅𝟏[𝑷][𝑸][𝑰] + 𝒅𝟐[𝑩][𝑷][𝑸] +  𝒅𝟑[𝑨][𝑷][𝑰] + 𝒅𝟒[𝑨][𝑩][𝑷] +  𝒅𝟓[𝑷][𝑰]

+  𝒅𝟔[𝑷][𝑸] +  𝒅𝟕[𝑩][𝑰] +  𝒅𝟖[𝑩][𝑸] + 𝒅𝟗[𝑨][𝑰]

+ 𝒅𝟏𝟎[𝑨][𝑷] +  𝒅𝟏𝟏[𝑨][𝑩] +  𝒅𝟏𝟐[𝑰] +  𝒅𝟏𝟑[𝑸] +  𝒅𝟏𝟒[𝑷]

+  𝒅𝟏𝟓[𝑩] +  𝒅𝟏𝟔[𝑨] +  𝒅𝟏𝟕 

(8) 

Sabendo que sob condições de velocidade inicial [P] e [Q] << 1, Kic = k-5/k5 e Kiu 

= k-6/k6, temos que os termos d1-d6, d8, d10 e d13-d14, podem ser desprezados e os 

demais expressos de acordo com a terminologia proposta por Cleland como indicado 

abaixo: 

d1 = k-2 k-3 k-4 k-5 k6 / (k1 k2 k4 k-5 k-6 + k1 k2 k3 k-5 k-6) 
d2 = k2 k-3 k-4 k-5 k-6 / (k1 k2 k4 k-5 k-6 + k1 k2 k3 k-5 k-6) 
d3 = k1 k-2 k-3 k-5 k6 / (k1 k2 k4 k-5 k-6 + k1 k2 k3 k-5 k-6) 
d4 = k1 k2 k-3 k-5 k-6 / (k1 k2 k4 k-5 k-6 + k1 k2 k3 k-5 k-6) 
d5 = k-1 k-2 k-3 k5 k-6/ (k1 k2 k4 k-5 k-6 + k1 k2 k3 k-5 k-6) 
d6 = (k-2 k-3 k-4 k-5 k-6 + k-1 k-3 k-4 k-5 k-6) / (k1 k2 k4 k-5 k-6 + k1 k2 k3 k-5 k-6) 

d7 = k2 k3 k4 k5 k-6 / (k1 k2 k4 k-5 k-6 + k1 k2 k3 k-5 k-6) = KmA /Kic  

d8 = k2 k3 k-4 k-5 k-6 / (k1 k2 k4 k-5 k-6 + k1 k2 k3 k-5 k-6) 
d9 = (k1 k-2 k4 k-5 k6 + k1 k3 k4 k-5 k6) / (k1 k2 k4 k-5 k-6 + k1 k2 k3 k-5 k-6) = KmB /Kiu 
d10 = k1 k-2 k-3 k-5 k-6 / (k1 k2 k4 k-5 k-6 + k1 k2 k3 k-5 k-6) 
d11 = (k1 k2 k4 k-5 k-6 + k1 k2 k3 k-5 k-6) / (k1 k2 k4 k-5 k-6 + k1 k2 k3 k-5 k-6) = 1     
d12 = (k-1 k-2 k4 k5 k-6 + k-1 k3 k4 k5 k-6) / (k1 k2 k4 k-5 k-6 + k1 k2 k3 k-5 k-6) = KiA KmB /Kic 
d13 = (k-1 k-2 k-4 k-5 k-6 + k-1 k3 k-4 k-5 k-6) / (k1 k2 k4 k-5 k-6 + k1 k2 k3 k-5 k-6) 
d14 = k-1 k-2 k-3 k-5 k-6 / (k1 k2 k4 k-5 k-6 + k1 k2 k3 k-5 k-6) 
d15 = k2 k3 k4 k-5 k-6 / (k1 k2 k4 k-5 k-6 + k1 k2 k3 k-5 k-6) = KmA 
d16 = (k1 k-2 k4 k-5 k-6 + k1 k3 k4 k-5 k-6) / (k1 k2 k4 k-5 k-6 + k1 k2 k3 k-5 k-6) = KmB 
d17 = (k-1 k-2 k4 k-5 k-6 + k-1 k3 k4 k-5 k-6) / (k1 k2 k4 k-5 k-6 + k1 k2 k3 k-5 k-6) = KiA KmB 

Substituindo os termos dn nas equações 7 e 8 para NahF e NahI, 

respectivamente, e expressando o numerado N e demoninador D na equação 1, 

temos a expressão final para v/[E] para cada um dos sistemas: 

Para NahF: 
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𝒗/[𝑬] =
𝒌𝒄𝒂𝒕 [𝑨][𝑩]

𝟏

𝑲𝒊𝑷

[𝑨][𝑩][𝑷]+ 
𝑲𝒊𝑨 𝑲𝒎𝑩𝑲𝒎𝑸

𝑲𝒊𝒄 𝑲𝒎𝑷𝑲𝒊𝑸

[𝑷][𝑰]+
𝑲𝒎𝑨 

𝑲𝒊𝒄 
[𝑩][𝑰]+ 

 𝑲𝒎𝑩𝑲𝒎𝑸

 𝑲𝒎𝑷𝑲𝒊𝑸

[𝑨][𝑷]+[𝑨][𝑩]+
𝑲𝒊𝑨 𝑲𝒎𝑩

𝑲𝒊𝒄 
[𝑰]+ 

 
𝑲𝒊𝑨 𝑲𝒎𝑩𝑲𝒎𝑸

𝑲𝒎𝑷𝑲𝒊𝑸

[𝑷]+𝑲𝒎𝑨[𝑩]+𝑲𝒎𝑩 [𝑨]+𝑲𝒊𝑨𝑲𝒎𝑩

          (9) 

Para NahI: 

𝒗/[𝑬] =
𝒌𝒄𝒂𝒕 [𝑨][𝑩]

𝑲𝒎𝑨

𝑲𝒊𝒄

[𝑩][𝑰]+ 
 𝑲𝒎𝑩

𝑲𝒊𝒖 
[𝑨][𝑰]+[𝑨][𝑩]+

𝑲𝒊𝑨 𝑲𝒎𝑩

𝑲𝒊𝒄 
[𝑰]+𝑲𝒎𝑨 [𝑩]+𝑲𝒎𝑩 [𝑨]+𝑲𝒊𝑨𝑲𝒎𝑩

                       (10) 

𝒗/[𝑬] =
𝒌𝒄𝒂𝒕 [𝑨][𝑩]

𝟏

𝑲𝒊𝑷

[𝑨][𝑩][𝑷]+ 
𝑲𝒊𝑨 𝑲𝒎𝑩𝑲𝒎𝑸

𝑲𝒊𝒄 𝑲𝒎𝑷𝑲𝒊𝑸

[𝑷][𝑰]+
𝑲𝒎𝑨 

𝑲𝒊𝒄 
[𝑩][𝑰]+ 

𝑲𝒎𝑩𝑲𝒎𝑸

 𝑲𝒎𝑷𝑲𝒊𝑸

[𝑨][𝑷]+[𝑨][𝑩]+
𝑲𝒊𝑨 𝑲𝒎𝑩

𝑲𝒊𝒄 
[𝑰]+ 

𝑲𝒊𝑨 𝑲𝒎𝑩𝑲𝒎𝑸

𝑲𝒎𝑷𝑲𝒊𝑸

[𝑷]+𝑲𝒎𝑨[𝑩]+𝑲𝒎𝑩 [𝑨]+𝑲𝒊𝑨𝑲𝒎𝑩  

 ;     (11) 

A fim de obter uma equação reduzida, podemos dividir por [B], dessa forma, 

consideramos que a concentração de cofator constante, com isso, teremos: 

𝒗/[𝑬] =
𝒌𝒄𝒂𝒕 [𝑨][𝑩]

𝟏

𝑲𝒊𝑷

[𝑨][𝑷]+ 
𝑲𝒊𝑨 𝑲𝒎𝑩𝑲𝒎𝑸

𝑲𝒊𝒄 𝑲𝒎𝑷𝑲𝒊𝑸[𝑩]
[𝑷][𝑰]+

𝑲𝒎𝑨 

𝑲𝒊𝒄 
[𝑰]+ 

𝑲𝒎𝑩𝑲𝒎𝑸

 𝑲𝒎𝑷𝑲𝒊𝑸[𝑩]
[𝑨][𝑷]+[𝑨]+

𝑲𝒊𝑨 𝑲𝒎𝑩

𝑲𝒊𝒄 [𝑩]
[𝑰]+ 

𝑲𝒊𝑨 𝑲𝒎𝑩𝑲𝒎𝑸

𝑲𝒎𝑷𝑲𝒊𝑸[𝑩]
[𝑷]+𝑲𝒎𝑨+

𝑲𝒎𝑩
[𝑩]

[𝑷][𝑨]+𝑲𝒊𝑨

𝑲𝒎𝑩
[𝑩]

  

; (12) 

Além disso, como consideramos velocidades iniciais, a concentração de P, o 

salicilato produzido pela oxidação do substrato, é muito menor do que a concentração 

do salicilato adicionado como inibidor [I], dessa maneira, podemos considerar esse 

termo [P] <<[I].  

𝒗/[𝑬] =
𝒌𝒄𝒂𝒕 [𝑨][𝑩]

𝟏

𝑲𝒊𝑷

[𝑨]+ 
𝑲𝒊𝑨 𝑲𝒎𝑩𝑲𝒎𝑸

𝑲𝒊𝒄 𝑲𝒎𝑷𝑲𝒊𝑸[𝑩]
[𝑰]+

𝑲𝒎𝑨 

𝑲𝒊𝒄 
[𝑰]+ 

𝑲𝒎𝑩𝑲𝒎𝑸

 𝑲𝒎𝑷𝑲𝒊𝑸[𝑩]
[𝑨]+[𝑨]+

𝑲𝒊𝑨 𝑲𝒎𝑩

𝑲𝒊𝒄 [𝑩]
[𝑰]+ 

+𝑲𝒎𝑨+
𝑲𝒎𝑩

[𝑩]
[𝑨]+𝑲𝒊𝑨

𝑲𝒎𝑩
[𝑩]

  

;        (13) 

Podemos considerar o produto das constantes 
 𝑲𝒎𝑩𝑲𝒎𝑸

 𝑲𝒎𝑷𝑲𝒊𝑸[𝑩]
 em uma única 

constante denominada α, teremos então: 
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𝒗/[𝑬] =
𝒌𝒄𝒂𝒕 [𝑨]

𝟏

𝑲𝒊𝑷

[𝑨]+ 
𝑲𝒊𝑨 

𝑲𝒊𝒄 
 𝜶[𝑰]+

𝑲𝒎𝑨 

𝑲𝒊𝒄 
[𝑰]+ 𝜶 [𝑨]+[𝑨]+

𝑲𝒊𝑨 𝑲𝒎𝑩

𝑲𝒊𝒄 
[𝑰]+ 

+𝑲𝒎𝑨+𝑲𝒎𝑩 [𝑨]+𝑲𝒊𝑨𝑲𝒎𝑩  

;    (14) 

rearranjando, teremos: 

𝒗/[𝑬] =
𝒌𝒄𝒂𝒕 [𝑨]

[𝑨](
𝟏

𝑲𝒊𝑷

+𝑲𝒎𝑩+𝜶+𝟏)+𝑲𝒎𝑨(
[𝑰]

𝑲𝒊𝒄 
+ 𝟏)+𝑲𝒎𝑩( 

𝑲𝒊𝑨 [𝑰]

𝑲𝒊𝒄 
+ 𝑲𝒊𝑨 )  

 

;  (15) 

     

Da mesma forma podemos manter o substrato A constante, ou seja, dividir a 

equação por [A], e variarmos o cofator B, e teremos a seguinte equação: 

𝒗/[𝑬] =
𝒌𝒄𝒂𝒕 [𝑩]

𝟏

𝑲𝒊𝑷

[𝑩][𝑷]+ 
𝑲𝒊𝑨 𝑲𝒎𝑩𝑲𝒎𝑸

𝑲𝒊𝒄 𝑲𝒎𝑷𝑲𝒊𝑸[𝑨]
[𝑷][𝑰]+

𝑲𝒎𝑨 

𝑲𝒊𝒄 [𝑨]
[𝑩][𝑰]+ 

𝑲𝒎𝑩𝑲𝒎𝑸

 𝑲𝒎𝑷𝑲𝒊𝑸

[𝑷]+[𝑩]+
𝑲𝒊𝑨 𝑲𝒎𝑩

𝑲𝒊𝒄 [𝑨]
[𝑰]+ 

𝑲𝒊𝑨 𝑲𝒎𝑩𝑲𝒎𝑸

𝑲𝒎𝑷𝑲𝒊𝑸[𝑨]
[𝑷]+

𝑲𝒎𝑨 

[𝑨]
[𝑩]+𝑲𝒎𝑩 +𝑲𝒊𝑨

𝑲𝒎𝑩 

 [𝑨]
  

;     (16) 

Fazendo as mesmas considerações anteriores para [P], 
 𝑲𝒎𝑩𝑲𝒎𝑸

 𝑲𝒎𝑷𝑲𝒊𝑸[𝑨]
, 

𝑲𝒊𝑨 

𝑲𝒊𝒄  
 𝒆 

𝑲𝒎𝑨 

 [𝑨]
=

𝜺 
𝑲𝒊𝑨

[𝑨]
= 𝜸, temos: 

𝒗/[𝑬] =
𝒌𝒄𝒂𝒕 [𝑩]

𝟏

𝑲𝒊𝑷

[𝑩]+ 𝜶𝜹[𝑰]+
𝜺 

𝑲𝒊𝒄 
[𝑩][𝑰]+[𝑩]+𝜹𝑲𝒎𝑩[𝑰]+𝜺[𝑩]+𝑲𝒎𝑩 +𝜸𝑲𝒎𝑩 

;      (17) 

Rearranjando, temos: 

𝒗/[𝑬] =
𝒌𝒄𝒂𝒕 [𝑩]

([𝑩](
𝟏

𝑲𝒊𝑷

+
𝜺 

𝑲𝒊𝒄 
[𝑰]+𝟏+𝜺)+(𝑲𝒎𝑩(

𝜶𝜹[𝑰]

𝑲𝒎𝑩

+𝜹[𝑰]+𝟏 +𝜸 ))                     
;            (18) 

Para a NahI temos: 

𝒗/[𝑬] =
𝒌𝒎𝒂𝒙𝒄𝒂𝒕 [𝑨][𝑩]

𝑲𝒎𝑨

𝑲𝒊𝒄

[𝑩][𝑰]+ 
𝑲𝒎𝑩

𝑲𝒊𝒖 
[𝑨][𝑰]+[𝑨][𝑩]+

𝑲𝒊𝑨 𝑲𝒎𝑩

𝑲𝒊𝒄 
[𝑰]+𝑲𝒎𝑨 [𝑩]+𝑲𝒎𝑩 [𝑨]+𝑲𝒊𝑨𝑲𝒎𝑩

.            (19) 
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Repetindo os passos que foram feitos para a NahF, temos inicialmente para o 

substrato, dividimos por [B] que é uma constante: 

𝒗/[𝑬] =
𝒌𝒄𝒂𝒕 [𝑨]

𝑲𝒎𝑨

𝑲𝒊𝒄

[𝑰]+ 
𝑲𝒎𝑩

𝑲𝒊𝒖 
[𝑨][𝑰]/[𝑩]+[𝑨]+

𝑲𝒊𝑨 𝑲𝒎𝑩

𝑲𝒊𝒄 [𝑩]
[𝑰]+𝑲𝒎𝑨 +𝑲𝒎𝑩 [𝑨]/[𝑩]+

𝟏

[𝑩] 
𝑲𝒊𝑨𝑲𝒎𝑩

;       (20) 

Considerando, 
𝟏

[𝑩] 
𝑲𝒎𝑩  como uma constante β, podemos reescrever a 

equação:  

𝒗/[𝑬] =
𝒌𝒄𝒂𝒕 [𝑨]

𝑲𝒎𝑨

𝑲𝒊𝒄

[𝑰]+ 
𝜷

𝑲𝒊𝒖 
[𝑨][𝑰]+[𝑨]+𝜷

𝑲𝒊𝑨 

𝑲𝒊𝒄 
[𝑰]+𝑲𝒎𝑨 +𝜷[𝑨]+𝜷𝑲𝒊𝑨

;       (21) 

Rearranjando, temos: 

𝒗/[𝑬] =
𝒌𝒄𝒂𝒕 [𝑨]

[𝑨](
𝜷

𝑲𝒊𝒖 
[𝑰]+𝟏+𝜷)+𝑲𝒎𝑨( 

[𝑰]

𝑲𝒊𝒄

+𝟏)+𝜷
𝑲𝒊𝑨 

𝑲𝒊𝒄 
[𝑰] +𝜷𝑲𝒊𝑨

;         (22) 

Considerando o cofator [B] sendo a variável e substrato constante, temos: 

𝒗/[𝑬] =
𝒌𝒄𝒂𝒕 [𝑩]

𝑲𝒎𝑨

𝑲𝒊𝒄

[𝑩][𝑰]/[𝑨]+ 
𝑲𝒎𝑩

𝑲𝒊𝒖 
[𝑰]+[𝑩]+

𝑲𝒊𝑨 𝑲𝒎𝑩

𝑲𝒊𝒄 [𝑨]
[𝑰]+𝑲𝒎𝑨

[𝑩]

[𝑨]
+𝑲𝒎𝑩+𝑲𝒊𝑨𝑲𝒎𝑩/[𝑨]

;   (23) 

considerando 
𝑲𝒎𝑨

[𝑨]
= δ e 

𝑲𝒊𝑨

[𝑨]
=ε, temos: 

𝒗/[𝑬] =
𝒌𝒄𝒂𝒕 [𝑩]

[𝑩][𝑰]

𝑲𝒊𝒄

𝜹+ 
𝑲𝒎𝑩

𝑲𝒊𝒖 
[𝑰]+[𝑩]+

 𝑲𝒎𝑩

𝑲𝒊𝒄 
[𝑰]𝜺+𝜹[𝑩]+𝑲𝒎𝑩+𝜺𝑲𝒎𝑩

;   (24) 

rearranjando, 

𝒗/[𝑬] =
𝒌𝒄𝒂𝒕 [𝑩]

[𝑩](
[𝑰]

𝑲𝒊𝒄

𝜹+𝟏+𝜹)+𝑲𝒎𝑩( 
[𝑰]

𝑲𝒊𝒖 
+

 [𝑰]𝜺

𝑲𝒊𝒄 
+𝟏+𝜺)

;      (25) 

 Com as equações 15 e 18 para a NahF e as equações 22 e 25 para a NahI, 

conseguimos ajustar as curvas baseados nos valores de Km, kcat e concentração do 

inibidor obtidos via equação de Michaelis-Menten mostras abaixo nas figuras. 



124 
  

 
 

 

 

Os ajustes não-lineares dos dados cinéticos apresentados nas figuras 4-5 e 4-

6, foram realizados com as equações 2 e 3 para a NahF e NahI, respectivamente.  

 

Figura 4-5: Perfil de inibição das enzimas NahF (a) e NAhI (b) em concentrações 
crescentes de salicilato. As reações foram realizadas na presença de saliciladeído 50 
µM, pH 8,5, I=0,2 e 25ºC. Fonte: o autor.  
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Os valores de inibição para IC50 para os dados acima, indicam uma inibição 

10 vezes maior na enzima NahI. A partir destes dados iniciais, foram realizados 

ensaios cinéticos em que se variaram as quantidades de substrato e cofator em 

diferentes concentrações fixas de inibidor, a fim de se obterem dados para um melhor 

detalhamento do efeito de inibição das enzimas s dados obtidos são apresentados 

nas figuras 4-7 a 4-10. 
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Figura 4-6:Perfil das cinéticas obtidas para a NahF a diferentes concentrações de 
inibidor e substrato, na presença de 200 µM de NAD+ em pH 8,5, I = 0,2 e 25ºC. Fonte: o 
autor. 
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Tabela 4-1: Valores de Km, kcat para salicilaldeído na reação catalisada pela NahF em 200 
µM de NAD+ e diferentes concentrações de salicilato em pH 8,5, I=0,2 e 25ºC. Fonte: o 
autor. 

[salicilato] kcat
ap Kma

ap 
 

Kmb
ap 

 
α 

 
KIC 

 
KIA 

 
KIP 

mM s-1 µM µM  mM mM mM 

0 16,9 ± 0,5 6,4 ± 0,8 200 0 1 1 1 

0,14 14,1 ± 0,6 7 ± 1 200 0,69 ± 0,07 3,5± 0,5  0,28± 0,02 11 ± 1 
 0,28 11,8 ± 0,4 6,7 ± 0,8 200 0,90 ± 0,02  3,6 ± 0,1 

0,52 

 

0,20 ± 0,01 
,52 

 

10 ± 1 
0,52 

 
0,56 10,9 ± 0,4 10 ± 1 200 0,46± 0,02 5,9± 0,4 0,35± 0,04 12± 4 

1,15 6,6 ± 0,5 14 ± 3 200 0,24 ± 0,05 6,2± 0,2 0,45± 0,02 9± 1 

1,40 5,5 ± 0,8 20 ± 7 200 0,32 ± 0,04 5,8± 0,5 0,52± 0,01 10± 3 
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Figura 4-7: Perfil das cinéticas obtidas para a NahF a diferentes concentrações de 
inibidor e cofator, na presença de 50 µM de salicilaldeído em pH 8,5, I = 0,2 e 25ºC. Fonte: 
o autor. 
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Tabela 4-2 Valores de Km, kcat para o NAD+ na reação catalisada pela NahF na presença 
50 µM de salicialdeído e diferentes concentrações de salicilato em pH 8,5, I=0,2 e 25ºC. 
Fonte: o autor. 

[salicilato] kcat
ap KmB

ap 
 

Kma
ap 

 
α 

 
KIC 

 
ε 

 
KIP 

 
          δ 

mM s-1 µM µM  mM  mM  
0 22 ± 1 152 ± 

16 
6,4 0 1 0 1           0 

0,28 17 ± 1 130 ± 
23 

6,7 0,81 ± 0,02 4,1 ± 0,2 
 

2,2 ± 0,1 12 ± 2        2,8± 0,1 
0,56 14 ± 1 132 ± 

30 
10 0,75 ± 0,03 4,6 ± 0,1 

,52 
 

3 ± 0,1 
,52 

 

10 ± 1 
0,52 

 

       3 ± 0,1 
,52 

 

0,75 12,5 ± 0,5 124 ± 
13 

10 0,90± 0,05  5,2± 0,3 3,5± 0,3 12± 4        3,5± 0,3 
1,20 6,7 ± 0,7 129 ± 

32 
14 0,80 ± 0,08  6,3± 

0,01 
4,5± 0,2 9± 1        4,5± 0,2 
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Figura 4-8: Perfil das cinéticas obtidas para a NahI a diferentes concentrações de 
inibidor e substrato em pH 8,5, I=0,2 e 25ºC. Fonte: o autor. 
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Tabela 4-3: Valores de Km, kcat para 2-hidróxi muconato semialdeído na reação 
catalisada pela NahI em 200 µM de NAD+ e diferentes concentrações de salicilato em pH 
8,5, I=0,2 e 25ºC. Fonte: o autor. 

[salicilato] kcat
ap Kma 

 
β 

 
KIC 

 
KIA 

 
KIU 

mM s-1 µM  mM mM (10-3) mM (10-3) 

0 1,51 ± 0,05 3,2 ± 0,4 0 1 1 1 

28,0 1,00 ± 0,02 6,6 ± 0,3 0,41 ± 0,02 0,39± 0,01 2± 0,1       12± 1 

56,0 0,86 ± 0,04 5,6 ± 0,9 0,50 ± 0,01 0,36 ± 0,02 
0,52 

 

2,8 ± 0,2 
,52 

 

15 ± 7 
0,52 

 
112,0 0,59 ± 0,03 13 ± 1 0,46± 0,03 0,42± 0,06 3,2 ± 0,3 12± 3 
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Figura 4-9: Perfil das cinéticas obtidas para a NahI em diferentes concentrações de 
inibidor e cofator, na presença de 33 µM de 2-hidróxi muconato semialdeído em pH 8,5, 
I = 0,2 e 25ºC. Fonte: o autor. 
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Tabela 4-4 Valores de Km, kcat para o NAD+ na reação catalisada pela NahF na presença 
30 µM de 2-hidróxi muconato semialdeído e diferentes concentrações de salicilato em 
pH 8,5, I=0,2 e 25ºC. Fonte: o autor. 

[salicilato] kcat
ap Kma 

 
δ 

 
KIC 

 
ε 

 
KIU 

mM s-1 µM  mM  mM (10-3) 

0 2,18 ± 0,09 212 ± 25 0 1 0 1 

56,0 1,6 ± 0,2 291 ± 72 0,81 ± 0,02 0,48± 0,06 1,48± 0,01       26± 1 

 

As constantes KiP para a NahF e NahI indicam a afinidade do complexo EAI 

quando o salicilato compete com o sítio de ligação do substrato. O menor valor ~10 

vez menor de Kiu para a NahI que para a NahI, indica a NahI é mais sensível à inibição 

competitiva e impede a ligação de outra molécula de inibidor no sítio de ligação do 

NAD+ e vice-versa. O caso em que Kip > KiC para a NahF, pode ser uma inibição 

predominantemente competitiva.129  

Os dados de kcat e Km mostram que a NahI é mais sensível à inibição que a 

NahF. Além disso, os dados cinéticos em função da concentração de NAD+ para a 

NahI indicaram um aumento nos valores de Km e kcat, o que confirma a inibição no sítio 

de ligação do cofator. 

Dados cristalográficos da NahI obtidos pelo grupo de pesquisa BIOEST do 

professor Ronaldo Nagem do ICB, mostram o salicilato ligado tanto ao sítio de ligação 

do substrato quanto ao sítio de ligação do cofator. O salicilato liga-se na região do sítio 

ativo, formado pelos resíduos V287, C288, L289, F448, R450 e F456.132 A parte 

aromática do salicilato interage com os resíduos hidrofóbicos F456, F448, L160 e L289 

(figura 4.11). A porção polar do salicilato interage com os resíduos W163 e R450. Esse 

resultado sugere que o salicilato interage de forma eficaz, seja por ligações de 

hidrogênio seja por interações do tipo empacotamento-π (π stacking) no sítio ativo. 

Essas interações fazem com que o substrato da NahI, um substrato que apresenta 

uma cadeia linear e com somente uma ligação π em sua estrutura, seja menos 

propenso a deslocar o inibidor do sítio ativo com a mesma eficiência, que o substrato 

da NahF. Isso justifica os valores das constantes de inibição para a NahI serem 

maiores do que para a NahF.  
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Figura 4-10: Interações do salicilato com os resíduos de aminoácidos W163, E254, L160, 
F448, L289, F456, R450 e R106 no sítio catalítico da NahI. Fonte: o autor. 

 

O dado cristalográfico da NahI também mostra que o salicilato interage na 

região de ligação do NAD+, denominada Rossmann-like, participando no processo de 

inibição da ligação do cofator. A interação especificamente se dá nos resíduos I158, 

Y236 e K178 (figura 4-12), responsáveis pela interação da enzima com a porção 

nicotinamida do NAD+.107,127 
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Figura 4-11: Imagem da interação do salicilato com os resíduos de aminoácidos L158, 
Y236, Y220 e K178 do sítio de ligação do cofator da NahI. Fonte: o autor. 

 

Dados cristalográficos da NahF mostram que, no sítio de ligação do substrato, 

o salicilaldeído está inserido em um funil formado por vários resíduos hidrofóbicos, a 

saber W96, F99, A103, V107, V153, L154, F274, L278, F279, I283, V438 e Y446.118,134 

A similaridade estrutural entre o salicilaldeído e o salicilato, produto da reação, 

favorece a interação do salicilato nessa região hidrofóbica. Estudos de docking 

também mostram que na ALDH humana o salicilato é um inibidor que se liga na porção 

hidrofóbica do sítio ativo.133 

O fato da enzima NahI não apresentar atividade sobre o substrato natural da 

NahF indica que o organismo evoluiu para produzir estas enzimas de modo a 

desempenharem funções específicas e diferenciadas nas vias de degradação às 

quais pertencem;135 Os dados obtidos neste trabalho mostram uma possível regulação 

na PpG7. As diversas rotas de obtenção de produtos na via metabólica da PpG7 

(esquema 4-5) e os dados de inibição para a NahF e NahI indicam que essas enzimas 

desenvolvem um papel chave no fluxo metabólico de degradação do naftaleno. 

Quando a NahI é inibida, a via inferior funciona pelo atalho que não necessita das 

enzimas NahI, NahJ e NahK, formando ácido fórmico. Contudo, a inibição da NahI e, 

possivelmente, o excesso de ácido fórmico tornam a via inferior inviável, sendo o 
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metabolismo direcionado para outras vias: oxidação do gentisato e ortoclivagem do 

anel aromático do catecol (esquema 4.3). 

 

Esquema 4-3: Via de oxidação de naftaleno, salicilato e catecol. Em destaque, estão as 
enzimas NahF, NahG e NahI. Fonte: adaptado de You et. al.131 
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 Conclusões  

O salicilato inibe fortemente a NahF e a NahI na via de degradação do naftaleno 

da Pseudomonas putida G7. Os dados de inibição mostram que o salicilato atua como 

um inibidor misto, ligando-se tanto ao sítio do cofator quanto ao sítio ativo. Esses 

dados sugerem que o salicilato é uma molécula chave ao metabolismo dessa bactéria, 

sendo essa inibição uma via que alimenta outros caminhos metabólicos de 

degradação, para produzir moléculas com diferentes propósitos para manutenção do 

funcionamento biológico da PpG7. 

Uma forma de melhor se entender estes processos em estudos futuros, pode 

ser a realização de investigações de cinética, variando a concentração de cofator 

NAD+ na presença de NahF com concentrações fixas de substrato e inibidor. Podem 

ser realizados bem como experimentos a diferentes concentrações das enzimas, 

NahF e NahI, que poderiam vir a fornecer respostas complementares aos dados 

obtidos no que diz respeito ao processo de inibição dessas ALDHs por salicilato. 
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5 CONCLUSÕES GERAIS 

Os mecanismos de catálise da NahC, controle e reconhecimento molecular de 

cofatores pela NahG e de inibição das enzimas NahF e NahI foram explorados para 

desvendar as múltiplas facetas da via de degradação biológica do naftaleno. Os 

estudos representam um novo avanço no conhecimento científico no que tange 

principalmente pontos específicos. 

Este trabalho mostrou, via cálculos teóricos, não só a importância do que o íon 

ferro II no sítio ativo para a ativação do O2, mas demonstrou a importância dos 

resíduos da primeira e segunda esfera de coordenação do metal para a estabilização 

e formação de intermediários reacionais em um mecanismo que deve passar por 

espécie epóxido. 

O mecanismo de ativação do oxigênio para a NahG ocorre via um intermediário 

C(4α)-hidroperoxiflavina, que tem sua estabilidade frente a água fortemente 

dependente dos grupos de nucleotídeo de adenosila do FAD. Embora, o papel desses 

grupos em catálise não seja crucial para a atividade enzimática. 

O salicilato tem um papel importante na inibição das enzimas NahF e NahI, 

indicando pontos de controle no metabolismo da bactéria que podem estar 

relacionados a formação de produtos por diferentes vias a partir do salicilato, uma 

molécula central no metabolismo de HAPs. 
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ANEXO A  

--- PROJETO DE DOUTORADO 
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ANEXO B PARTICIPAÇÃO DE CONGRESSOS E MINICURSOS 
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ANEXO C --- PUBLICAÇÕES 
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ANEXO D --- CÁLCULOS OM PROGRAMA BIOKIN 

 

Input Data 

; 'Ordered Bi-Bi' mechanism with product inhibition and cofactor competitive inhibition. 
; 
 
[reaction] 
A + B <==> P + Q 

 
[modifiers] 

I 

 
[mechanism] 
E + A <==> EA 
EA + B <==> EXY 
EXY <==> EQ + P 
EQ <==> E + Q 
E + I <==> EI 

 
[end] 

 

Overall Reaction 

A + B ---> P + Q 
 

Modifiers 

I 
 

Enzyme Forms 

E, EA, EXY, EQ, EI 
 

Mechanism 
 

k1 

k-1 

k2 

k-2 

k3 

k-3 

k4 

k-4 

k5 

k-5 

A + E ---> EA 

EA ---> A + E 

B + EA ---> EXY 

EXY ---> B + EA 

EXY ---> P + EQ 

P + EQ ---> EXY 

EQ ---> Q + E 

Q + E ---> EQ 

I + E ---> EI 

EI ---> I + E 
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Stoichiometric matrix 
 

 A B P   Q I E EA 

k1   -1 0 0 0 0 -1 1 

k-1   1 0 0 0 0 1 -1 

k2 0 -1 0 0 0 0 -1 

k-2   0 1 0 0 0 0 1 

k3 0 0 1 0 0 0 0 

k-3   0 0 -1 0 0 0 0 

k4 0 0 0 1 0 1 0 

k-4   0 0 0 -1 0 -1 0 

k5 0 0 0 0 -1 -1 0 

k-5   0 0 0 0 1 1 0 

EXY EQ EI 

0 0 

0 0 

0 0 

0 0 

1 0 

-1 0 

-1 0 

1 0 

0 1 

0 -1 

0 

0 

1 

-1 

-1 

1 

0 

0 

0 

0 

Adjacency Matrix 
 

 E 

 

k-1 

 
k4 

k-5 

EA EXY EQ EI 

E k1[A]  k-4[Q] k5[I] 

EA  k2[B]   

EXY k-2  k3  

EQ  k-3[P]   

EI     

Rate Equation 

v = N/D = d[P]/dt = + k3 [EXY]' - k-3 [P] [EQ]' 

 
Numerator 

N = + n1 [P][Q] + n2 [A][B] 

where 

n1 = - k-1k-2k-3k-4k-5 

n2 = + k1k2k3k4k-5 

Denominator 

D = + d1 [B][P][Q] + d2 [A][B][P] + d3 [P][I] + d4 [P][Q] + d5 [B][I] 

+ d6 [B][Q] + d7 [A][P] + d8 [A][B] + d9 [I] + d10 [Q] + d11 [P] 

+ d12 [B] + d13 [A] + d14 

where 
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d1 = k2 k-3 k-4 k-5 

d2 = k1 k2 k-3 k-5 

d3 = k-1 k-2 k-3 k5 

d4 = k-2 k-3 k-4 k-5 + k-1 k-3 k-4 k-5 

d5 = k2 k3 k4 k5 

d6 = k2 k3 k-4 k-5 

d7 = k1 k-2 k-3 k-5 

d8 = k1 k2 k4 k-5 + k1 k2 k3 k-5 

d9 = k-1 k-2 k4 k5 + k-1 k3 k4 k5 

d10 = k-1 k-2 k-4 k-5 + k-1 k3 k-4 k-5 

d11 = k-1 k-2 k-3 k-5 

d12 = k2 k3 k4 k-5 

d13 = k1 k-2 k4 k-5 + k1 k3 k4 k-5 

d14 = k-1 k-2 k4 k-5 + k-1 k3 k4 k-5 


