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Resumo

O naftaleno € um dos hidrocarbonetos aromaticos policiclicos mais comumente
encontrado no ambiente. A degradagao do naftaleno por Pseudomonas putida G7 se
deve a presenga do plasmideo NAH7, que codifica as enzimas da via superior
envolvidas na conversao do naftaleno a salicilato, e as enzimas da via inferior
envolvidas na conversao do salicilato a piruvato e acetato. Este trabalho buscou o
entendimento das caracteristicas estruturais e reacionais das enzimas NahC, NahF,
Nahl e NahG desta via. Em relacdo a NahC, este trabalho versou sobre estudos
computacionais sobre o sitio ativo da NahC para avaliar a interagdo do centro metalico
de ferro com os substratos 1,2-dihidroxinaftaleno e dioxigénio. 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-
dioxigénio, respectivamente. Calculos ONIOM mostraram que os residuos H200,
H246 e Y256, presentes na segunda esfera de coordenagcdo do metal, séo
potencialmente importantes para o mecanismo de catalise da NahC. Estudos de
inibicdo do salicilato nas enzimas NahF e Nahl foram realizados para melhor
entendimento da participagao dessas duas aldeido desidrogenases na via metabdlica
da Pseudomonas putida G7. O perfil de inibicdo mostrou um tipo misto de inibicdo em
que o inibidor se liga tanto ao sitio de ligagdo do substrato quanto do cofator, sendo
que a Nahl exibe uma maior sensibilidade a essa inibicdo em relagdo a NahF. Em
relacdo a NahG, o trabalho buscou um entendimento da dindmica da alca proteica que
afeta a catalise enzimatica. Para isso, foram explorados estudos com cofatores
truncados que mostraram mudangas nos valores de Ky e kcat consistentes com
alteragdes na energia de interacdo do cofator FAD. Experimentos de mutagéo sitio
dirigida na alga de ligacado do FAD foram feitos, para avaliar residuos importantes tanto
na ligagéo do FAD quanto na catédlise da enzima NahG.

Palavras-chave: Biorremediagao. Enzima. Inibi¢ao. 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, Nahl, 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 Nahl 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 Nahl 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 Ka 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.

Keywords: Bioremediation. Enzyme. Inhibition. Salicylate. Truncation.
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Figura 4-6:Perfil das cinéticas obtidas para a NahF a diferentes concentragées de
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1 INTRODUGAO GERAL

Esta introdugao consistira em uma apresentacao sobre o uso do petrdleo e as
caracteristicas fisico-quimicas e reacionais dos hidrocarbonetos policiclicos
aromaticos (HAPs) que o compde. No ambito da biorremediacdo desses compostos,
também sera apresentada uma descri¢cdo estrutural e reacional das enzimas foco
deste trabalho, NahC, NahF, Nahl e NahG, pertencentes a via de degradagédo do
naftaleno na bactéria Pseudomonas putida da cepa G7 (PpG7). Essa bactéria adquiriu
evolutivamente uma maquinaria enzimatica capaz de utilizar os HAPs como unica

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

1.1 Hidrocarbonetos Policiclicos Aromaticos

Na sociedade moderna o petréleo é considerado um dos principais recursos
naturais, sendo aplicado como matéria-prima para inumeros insumos e, também,
como fonte de energia. O petréleo € uma mistura complexa de uma miriade de
moléculas organicas, sendo, em sua maioria, hidrocarbonetos alifaticos, aliciclicos e
aromaticos e, em sua minoria, compostos nitrogenados, oxigenados, sulfurados e com
ions metalicos."2 E do petrdleo que a sociedade moderna extrai os principais
combustiveis para veiculos automotores, embarcagdes e aeronaves. Além disso, do
refino do petréleo obtém-se diversos materiais para a fabricacdo de uma vasta gama
de produtos de constante demanda, como parafinas, lubrificantes, mantas asfalticas,

solventes organicos, plasticos, entre outros.

A exploragcado do petréleo traz sérias consequéncias, devido a uma grande
variedade de poluentes ser liberada no meio ambiente em decorréncia de sua
extracao e o uso de seus derivados. Derramamentos de 6leo cru durante perfuragdes
em pogos maritimos ou acidentes durante seu transporte sdo bastante conhecidos e
bem reportados pela midia devido as grandes dimensdes que tais contaminacdes

podem tomar.
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Os hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (HAPs) sdo compostos constituidos
de dois ou mais anéis benzénicos ligados covalentemente. Esses compostos estao
amplamente distribuidos no ambiente, sendo formados naturalmente a partir da
combust&o incompleta da matéria organica, do carvao, diesel e madeira.®> O HAPs
também podem ser introduzidos no meio ambiente de forma antropogénica, como por
exemplo, em derramamentos de derivados do petroleo e por processos industriais
como a liquefagdo do carvdo em alcatrdo de hulha. Esses compostos sao
hidrofobicos, possuem baixa solubilidade em agua, sendo considerados de dificil
remogdo do meio ambiente.*% De fato, os HAPs encabegam a lista Priority List de

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

solecollataRacy

Naftaleno Antraceno Fenantreno Pireno
‘ Acenaftileno
Benzo [a] tetrafeno Tetrafeno

Dibenzo[a,h] antraceno

5P &9 &oog

Crlseno Acenafteno Benzo [k ] fluoranteno
Benzolg,h,i] pirileno

nd"'

Fluoreno Fluoranteno Benzo [b] fluoranteno  Indeno [1,2,3, cd ] pireno

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

Pelos aspectos relatados na secéo 1.1, os HAPs persistem nos ecossistemas
por anos, sendo um problema importante de saude publica. Esses hidrocarbonetos
possuem toxicidade conhecida nos seres humanos, causando diversos males a saude
como, por exemplo, cancer e a ma-formacao fetal.® O metabolismo dos HAPs no
organismo envolve uma série de enzimas presentes em todos os tecidos e que
catalisam reac¢des de oxidacgédo, redugéo, hidrélise e conjugagao. Alguns mecanismos
foram propostos para a transformagdo dos HAPs em moléculas com um elevado
potencial carcinogénico. Um dos mecanismos, ocorre via formagao de diol-epdxidos,
que envolve monooxigenases dependentes do citocromo P450 envolvidas na
oxidagado dos HAPs para formar epdéxidos que podem reagir espontaneamente a
fendis ou, por acao de enzimas epodxido hidrolases, produzir di-hidrodidis (Figura 1.2).
Os di-hidrodiois podem sofrer outra epoxidagao, que leva a formacao de di-hidrodidis
epoxidos capazes de reagir com o DNA e, eventualmente, iniciar um processo

mutagénico.’

epoxido di-hidrodiol diol-epoxido o
Epoxido-
Pyso hidrolase Pyso Adutos
> —_— .
0, H,0 0, HAP-DNA
0O OH OH
' o b
Adutos
HAP-DNA

Figura 1-2: Mecanismo de ativagao dos HAP, formagao de adutos e danos ao DNA via a
formacio de diol-epéxidos. Fonte: Adaptado de Jacques, 2007.7

Uma forma de degradar os HAPs em ambientes contaminados é através da
biorremediagao que, em linhas gerais, consiste na utilizagado de processo ou atividade
biolégica para transformar os contaminantes em substancias inertes. Na

biorremediagcdo pode ser utilizada uma combinagdo de microrganismos, como por
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exemplo, fungos ou bactérias, ou associagdo de enzimas isoladas capazes de
degradar o poluente.® Esta abordagem biotecnoldgica é geralmente mais segura,
menos agressiva ao meio ambiente, além de ter uma boa relagdo custo-beneficio

quando comparada aos métodos de incineragéo e de lavagem do solo contaminado.®

Desde 1950 vém sendo isoladas bactérias capazes de degradar HAPs. Os
principais géneros sdo Pseudomonas, Aeromonas, Beijerinckia, Flavobacterium,
Nocardia, Corynebacterium, Sphingomonas, Mycobacterium, Stenotrophomonas,
Paracoccus, Burkholderia, Microbacterium, Gordonia, entre outros.'%'" A
Pseudomonas putida cepa G7 possui o plasmideo Nah7, responsavel por codificar
uma sequéncia de enzimas capazes de degradar o naftaleno. A sequéncia completa
e 0s genes integrantes deste plasmideo estdo disponiveis no banco de dados de
nucleotideos do National Center for Biotechnology Information (NCBI).'? A enzimas
codificadas pelo plasmideo Nah7 sao classificadas em duas vias: superior e inferior.
A via superior dispde das enzimas que catalisam a conversdo do naftaleno em
salicilato e a via inferior daquelas que catalisam a conversao do salicilato em piruvato

e acetaldeido, que podem ser convertidos em acetil coenzima A (Esquema 1.1).
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via superior

(0] COOH
NahA NahC
- e o
%
/NahD

@EOH NahF OH NahE ©/\OHJ:O
-
COOH CHO ; Z

Piruvato
via inferior/\lahG

OH OH OH O
NahH | X Nahl | X NahJ |
oH COOH > COOH COOH

CHO COOH COOH
/NahK
O~_H H3C._O Nahm HO O NahL o
DA L. (s a.. . ¢
CH,3 COOH CH; COOH COOH

Esquema 1-1: Via metabdlica de degradacao do naftaleno da bactéria Pseudomonas
putida da cepa G7 (PpG7). Em destaque, as reagoes catalisadas pelas enzimas que
serao estudadas neste trabalho. Fonte: o autor.

Apesar da via metabdlica da PpG7 ser bem descrita, os mecanismos das
reacOes catalisadas pela maioria dessas enzimas, assim como suas estruturas
tridimensionais, ndo estdao bem estabelecidas. A compreensao dos mecanismos de
catalise possibilita uma melhor racionalizagdo para aplicagcdes dessas enzimas em
bases tecnoldgicas, seja na aplicagdo em ambientes contaminados, seja na obtengao
de compostos de maior valor comercial por rotas simplificadas.’® Além disso, o uso de
enzimas prové um sistema simplificado e controlado em detrimento ao uso do
microrganismo inteiro, pois as enzimas catalisam reag¢des especificas sem gerar
subprodutos indesejaveis. Mesmo as enzimas, apos algum tempo, sdo removidas do

ambiente pela degradacgao realizada pelos préprios microrganismos do meio.

As proximas secoes detalhardo quais fatores estruturais e propriedades fisico-
quimicas influenciam o funcionamento das enzimas estudadas neste trabalho. O foco

sera o entendimento de como essas enzimas interagem com o substrato, e de como
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estas interagbes, em nivel molecular, influenciam no comportamento catalitico

apresentado por elas.
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1.3 Objetivos Gerais

Esta tese teve como objetivo geral o estudo de fatores que envolvem o
mecanismo de catalise, avaliacdo da interagdo enzima cofator e controle inibitério de

enzimas da via de degradagao do naftaleno.
A abordagem envolveu trés classes e quatro enzimas diferentes da via:

Classe Enzima da via

1 Dioxigenase dependentes de 1,2-Dihidroxinaftaleno dioxigenase —

Fe?* NahC

2 Monooxigenases Salicilato hidroxilase — NahG
flavodependentes

3 Aldeido desidrogenases Salicilaldeido desidrogenase — NahF

2-Hidroximuconato semialdeido
desidrogenase — Nahl
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2 EXTRADIOL DIOXIGENASES E A NAHC

A enzima NahC é uma extradiol dioxigenase ferro-dependente pertencente a
superfamilia das quelantes do oxigénio vicinal (QOV).™ A NahC catalisa a converséo
do composto 1,2-dihidroxinaftaleno em acido 2-hidréxi-2H-cromeno-2-carboxilico

conforme mostrado na Figura 2.1.

P . _COOH

) - ll Tw

Figura 2-1: Reagdo de conversao do 1,2-dihidroxinaftaleno em acido 2-hidroxi-2H-

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

A superfamilia de metaloproteinas quelantes de oxigénio vicinal (QOV)
apresentam um ambiente de coordenagao de metal com dois ou trés locais de
coordenacgao vacantes de facil acesso para promover a participacao eletrofilica direta
do ion metalico na catalise. Nesse ambiente quimico, o centro metalico coordena um
substrato organico, intermediario ou estado de transigao, através de ambos os atomos
de oxigénio vicinais do substrato, por exemplo, os grupos hidroxila do substrato sao

tipicamente quelados no sitio ativo contendo Fe?* nas dioxigenases.'®

O dominio estrutural que compde esses locais € constituido de uma fita beta
seguida de uma hélice alfa e de uma folha beta constituida por trés fitas (BaBBB). Os
residuos de aminoacidos presentes no interior da regidao BaBBp pareadas sao ideais

para a formagao de uma geometria bipiramidal entre o metal e o ligante.
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Figura 2-2: Estrutura cristalografica do homodimero da glioxilase (PDB 1BLY) que
degrada bleomicina. A estrutura conservada Bappp esta destacada em azul (motivos
em conformacgao f) e vermelho (motivo a-helicoidal). Fonte: adaptado de Bergdoll et al,
1998."¢

Os residuos de aminoacidos que se coordenam ao metal em a todas as
extradiol dioxigenases sao dois residuos de histidina e um grupo carboxilato do
residuo de glutamato ou aspartato que compdem a triade facial (2H1C) conforme

ilustrado na Figura 2-3.
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C

Figura 2-3: Ambiente de coordenacao do Fe?* formado por dois residuos de histidina e
um grupo carboxilato na enzima alfa-cetoglutarato, PDB: 10S7.Fonte: o autor.

Além da triade 2H1C, as extradiol dioxigenases possuem outros residuos de
aminoacidos conservados. Ha uma histidina no sitio ativo (H240), que possui a fungéo
de fornecer estabilizacdo do complexo substrato-enzima durante a catalise oxidativa
do substrato. Ha ainda uma tirosina altamente conservada no sitio ativo (Y249), que
participa da ligagao de hidrogénio com o substrato catecdlico, conforme visto na figura
2-4.16
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Figura 2-4: posicao espacial das cadeias laterais dos residuos 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 sdo comumente encontradas como dimeros e tetrameros. Dentro de
uma unica subunidade, as extradiol dioxigenases tipo | contém quatro cdpias
estrutural BaBBR.!” Duas das copias sdo encontradas dentro do primeiro dominio N-
terminal e duas no segundo dominio catalitico da por¢ao C-terminal. Duas estruturas
BaBpP sdo mantidas unidas por meio de interagdes hidrofébicas, que séo o produto
das interagdes entre os residuos de aminoacidos apolares conservados. Essas
interagcdes promovem uma forma de funil de 20 A de comprimento em cada um dos
dominios conforme figura 2.5 a .’ O funil do dominio C-terminal contém o ion ferro
(I), que esta ligado a triade facial 2H1C. Um residuo de histidina € encontrado na
primeira fita-3 da terceira copia da estrutura BaBBp que se encontra dentro do dominio
C-terminal, enquanto os residuos de histidina e glutamato estdo localizados na
primeira e quarta fitas-f3, respectivamente, da quarta copia do motivo BaBpp figura 2.5
b 19
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Existem varios exemplos de substratos que se ligam de forma bidentada ao
ferro (ll) resultando em um sistema pentacoordenado pronto para ligagédo da molécula
do dioxigénio (Figura 2-6). Na maioria das vezes, o sistema hexacoordenado de ferro
(1) ndo é reativo ao dioxigénio,?° indicando que a natureza utiliza dessa estratégia
para controlar a formacao de espécies de oxigénio nos sistemas vivos por meio da

quimica de coordenagéo.
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Figura 2-5: Estrutura do sitio ativo da 2,3-dihidroxibifenil 1,2-dioxigenase sem o
substrato, mostrando os principais residuos de aminoacidos conservados do sitio ativo
e o ambiente de coordenacio do ion ferro (ll). Fonte:Vaillancourt et al, 2006.%"

A partir das analises dos dados cristalograficos e cinéticos das extradiol
dioxigenases foi proposto 0 mecanismo mostrado no esquema 2.1. Inicialmente ocorre
a complexacgao do substrato catecélico com o cofator ferro (esquema 2.1), deslocando
duas de suas moléculas de agua. A complexacgao favorece a perda de uma molécula
de agua adicional levando a espécie pentacordenada (A), que se liga ao oxigénio
molecular (B). Em seguida, ocorre a transferéncia de elétrons da hidroxila ligada ao
ferro para o catecol, levando a formacdo de um intermediario semiquinona-Fe(ll)-
superoxido (C, D). Esse intermediario reage para formar um segundo intermediario
ferro-alquilperdxido, que sofre a migragao de um grupo alquenila e o rompimento da
ligacdo O-O (rearranjo de Criegee) (E). Desta reacdo forma-se um terceiro
intermediario lactona insaturada, que sofre hidrdlise na ultima etapa para formar o

produto da reacgéo (F, G).16.18.22.23
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Esquema 2-1 Mecanismo proposto para extradiol dioxigenases ilustrando os estados
intermediarios importantes na oxidagdo de catecois. Detalhes sobre o mecanismo
podem ser encontrados no texto. Fonte: Christian 2012.%2

Em 2002, Vaillancourt et al. forneceram evidéncias para um complexo enzima
substrato monoanidnico através do uso de espectroscopia de ressonancia Raman e
UV-vis.?* Os dados de ressonancia Raman mostraram que a forma monoanibnica do
substrato foi a mais efetiva na formacao do complexo enzima-substrato. Acredita-se
que o estado de protonagao do catecol pode diminuir o potencial de redugao ferro (lll)
/ ferro (I1). Quando o catecol existe na forma monoanidnica, tem-se uma carga neutra
no complexo com o ferro (II) sendo: uma carga negativa proveniente do residuo de
glutamato no 2H1C, e a segunda carga negativa decorrente do substrato ligado. Isso
permite que o ferro (ll) possa deslocar a densidade eletrénica do catecol para o
dioxigénio ligado,?® criando uma regido mais densa em elétrons no complexo ferro (ll)-
substrato que pode facilitar a oxidagao de metais e a doacédo de elétrons para o

dioxigénio.
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A importancia dos residuos de aminoacidos na triade 2H1C para as enzimas é
evidente, mas a escolha do ion metalico também é importante para a funcionalidade
ideal. Experimentos de substituigdo de metal foram realizados em uma série de
enzimas para fornecer uma visdo sobre o papel especifico do ion ferro (II). Bleijlevens
et al. relataram a substituicdo por cobre (Il) e cobalto (II) na enzima AIkB, uma enzima
de alquilagao e reparo de DNA, Hausinger e colaboradores substituiram o centro de
ferro (II) da dioxigenase alfa-cetoglutarase, TauD, por varios metais de transicao,
dentre eles, o zinco (Il), niquel (1), cobre (1) e cobalto (II), mostrando que a maioria
desses ions metdlicos tinham afinidades aparentes mais baixas para o sitio ativo
2H1C do que o ion ferro (I1).? Uma situagdo interessante é observada para as
extradiol dioxigenases 2,3-homoprotocatecolato dioxigenase (HPCD) e Mn-HPCD,
enzimas homologas de diferentes espécies, que clivam o anel aromatico do 3,4-
dihidroxifenilacetato utilizando centros metalicos ferro (II) e manganés (ll),
respectivamente. Os dois metais podem ser facilmente intercambiados mantendo a
atividade catalitica. 2’ Além disso, a substituigdo do ferro (ll) por cobalto (Il) em HPCD
resultou em uma enzima altamente ativa na catalise da clivagem de catecol.?® Estes
sao casos atipicos em termos de troca de metal e a grande maioria das enzimas nao

apresenta atividade quando o ferro (ll) é substituido por manganés (ll).

Parece que a evolugao das extradiol dioxigenases levou ao ajuste perfeito do
potencial de redugéo do ferro (ll), permitindo que o Oz seja facilmente ativado. No
entanto, esse fator ndo explica o porqué do manganés (ll) e cobalto (Il) poderem ser
substituidos no sitio ativo sem detrimento da catalise. Potenciais redox para
manganés (1) (1,51 V) e cobalto (I1) (1,92 V) sdo mais do que o dobro do potencial do
ferro (ll) (0,77 V), o que tornaria os ions divalentes de manganés e cobalto fracos
candidatos para a ativagido de 2.2 Estudos tedricos com essas enzimas sugerem
que o manganés (Il) sofre uma transigdo de spin apés a ligacdo do dioxigénio para
produzir uma reagao coordenada mais favoravel. Isso poderia sugerir diferencas

eletrénicas sutis no mecanismo de agéo dessas enzimas.?%30

Um trabalho de modelagem molecular com uma extradiol dioxigenase por Meier

e colaboradores combinou estudos tedricos QM e dados experimentais para
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determinar o mecanismo reacional da 2,3-catecol dioxigenase.3' A partir dos dados
obtidos pelas técnicas espectroscépicas, UV-Vis, UV-Vis-stopped-flow, Méssbauer e
ressonancia paramagnética eletrénica (EPR) e calculos de teoria do funcional de
densidade (DFT), os autores propuseram que uma espécie hidroperdxido-Fe(lll)
distalmente protonada forma-se no sitio ativo e a clivagem do anel extradiol ocorre a
partir deste intermediario levando aos produtos. Eles também observaram, por
mutacdo sitio-dirigida, que a mutagcdo H200C desestabiliza eletrostaticamente a

hidroxila do carbono 1 do substrato e o intermediario hidroperdéxido-Fe(lll).

\l R243

Figura 2-6: Sobreposicdo de estruturas cristalograficas mostrando o sitio ativo da
enzima 2,3-dioxigenase e comparando a estabilizagao do intermediario na enzima
nativa versus o mutante H200C. Fonte: Meier et al, 2015.%"

A modelagem do sitio ativo de uma enzima por célculos tedricos tem sido util
para racionalizar o direcionamento dos orbitais do sistema reacional de interesse.3?
Ha diversos estudos tedricos de mecanica quantica (QM) que avaliam sistemas
envolvendo a coordenagao do ion ao sitio ativo da enzima e o caminho reacional que
modela os possiveis intermediarios e estados de transicdo presentes na catalise

enzimatica.3334
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No que refere as enzimas da familia de extradiol dioxigenases, Dong e
colaboradores modelaram a ligagdo do substrato na primeira esfera de coordenacgéao
do ion Fe?* no sitio ativo da aminofenol dioxigenase.®® Os autores avaliaram as
energias das estruturas otimizadas dos adutos e dos estados de transigao utilizando
QM/MM conforme apresentado na figura 2-8. Eles concluiram que a ligagdo do
substrato € um fator crucial na ativacao do dioxigénio e propuseram que a etapa de

abertura do anel pode ser a etapa determinante na reacao.
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Figura 2-7: (a): Estruturas otimizadas dos adutos Fe-O2 e comprimentos das ligagoes
entre os atomos envolvidos na reagao; (b): Estruturas otimizadas dos estados de
transicdao e comprimentos das ligagoes entre os atomos envolvidos na reagao de
clivagem oxidativa de 2-aminofenol pela 2-aminofenol dioxigenase. Fonte: Dong et al.*°

Os métodos computacionais contemporaneos sao ferramentas elegantes para
interpretacdo e complementacao de informacbes experimentais, além de produzir
detalhes sobre o mecanismo reacional que n&o sao diretamente evidentes em estudos
experimentais. Dentre os métodos computacionais empregados nas ultimas décadas

ressalta-se a modelagem de “cluster’” usando mecénica quantica (QM), mecanica
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quantica / mecéanica molecular (QM / MM) e QM / MM implementada com dinamica
molecular (MD). As metodologias de QM incluem metodologias ab initio e da teoria do
funcional de densidade (DFT).3 Com isso, combinar métodos de campo de forga ab
initio QM e MM abre uma vasta area de aplicagdes na descricdo da termodinamica e

catalise e até mesmo dependente do tempo quando combinados a MD.

A modelagem de processos bioquimicos ou biofisicos envolve um nivel de
complexidade que desafia esse campo de pesquisa pois, 0 modelo molecular
adequado e uma metodologia de quimica quantica suficientemente precisas sao
fundamentais. Por exemplo, na catélise enzimatica, faz-se necessario saber quais
residuos da proteina sdo importantes para representar o sitio ativo, o papel de
moléculas de agua explicitas e contra-ions, além dos potenciais mecanismos de
reacdo que precisam ser considerados.?” As técnicas de analise estrutural
(cristalografia de proteinas, RMN, criomicroscopia, etc) sdo importantes ferramentas,
fornecendo modelos estruturais que podem inclusive representar as varias etapas no
processo catalitico. Dependendo do tamanho do modelo e dos recursos
computacionais disponiveis, deve-se entdo escolher uma metodologia da quimica
quantica com precisao adequada. Para um determinado sistema enzimatico, o ponto
de partida pode acabar fornecendo uma visao significativa sobre os mecanismos
cataliticos e até energias de ativacao precisas. Nao € incomum que os efeitos do
ambiente quimico (o restante da proteina, aguas explicitas, contra-ions 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 visdo mecanistica
de uma enzima é conhecido como a abordagem de "cluster” ou somente "QM", que
tem sido um dos métodos preferidos para elucidar reacbes e propriedades
enzimaticas usando sistemas quimicos relativamente simples. Este modelo aborda
quanticamente uma parte significativa da enzima, isto &, o sitio ativo e os residuos
circundantes relevantes para o curso das reagdes enzimaticas. Uma modelagem
enzimatica adequada deve conter todos os atomos que participam da quebra e
formacao de ligagdes quimicas e os residuos responsaveis pela estabilizagdo e

ligacdo do substrato ou manutencdo de sua configuracdo, ou seja, residuos que
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estabelecem interagdes eletrostaticas substanciais de curto e longo alcance. Um
modelo de cluster QM é construido a partir de um modelo estrutural disponivel em um
banco de dados, tal como, o “Protein Data Bank” (PDB). Dados com altas resolugdes
(< 2 A) podem ser essenciais para a escolha das estruturas iniciais, embora a estrutura
do verdadeiro sitio ativo nem sempre coincide com os sitios de ligag&o in vitro.3*3%-41
No modelo QM-cluster, € necessario fixar alguns dos atomos periféricos em suas
posicoes cristalograficas. Além disso, deve-se incluir os efeitos da proteina
circundante e do solvente por meio do uso de um continuo dielétrico, tal como o
PCM.#2 De qualquer modo, o modelo escolhido contém apenas um nimero limitado
de atomos, normalmente algumas centenas, em comparagao aos milhares, ou
centenas de milhares, que constituem uma enzima. Essa restricdo esta diretamente
ligada ao poder computacional disponivel e ao método quimico-quantico empregado.
Portanto, a sele¢cdo do sistema, denominado truncado, € um dos problemas mais

significativos na modelagem de “cluster”.

A estratégia convencional para modelar a influéncia eletrostatica do ambiente
de proteina € assumir um meio polarizavel homogéneo, usando uma constante
dielétrica. 293043 Apesar do modelo de solvatagdo continua ter muitas vantagens para
uma descrigdo dos efeitos de solvatagao, a escolha da constante dielétrica parece
arbitraria. Encontrar a constante dielétrica correta prova ser ainda bastante
problematico, como por exemplo, na proximidade de sitios ativos polares e carregados
negativamente em enzimas de molibdénio.** No entanto, & medida que modelos
maiores sao empregados, a escolha de constante dielétrica torna-se cada vez menos

importante.

Em suma, ha varios pontos que devem ser observados ao construir um modelo
de “cluster’, e essa tarefa néo é trivial, deve-se atentar ao método QM a ser usado
(métodos ab initio, DFT ou SQM; a necessidade de corregbes de dispersao) nos
parametros computacionais (estados de rotagao, conjuntos de base, conjuntos de
bases auxiliares, indices de convergéncia do campo autoconsistente sendo a sigla

(SCF) e critérios de convergéncia de geometria).
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Varios trabalhos foram desenvolvidos para explorar o mecanismo catalitico em
enzimas usando o modelo QM-cluster.4?>434546 Mesmo quando esses estudos
forneceram uma descrigdo correta das vias cataliticas e o papel do ambiente da
proteina no mecanismo catalitico, a aproximagéo da interagdo de longo alcance por
um continuo dielétrico pode afetar os perfis de energia. Em tais casos, outros métodos
como QM /QM ou mesmo QM / MM podem ser necessarios. O modelo QM-cluster
pode fornecer uma visdo 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’.*” Embora modelos moleculares relativamente grandes
tenham sido estudados apenas pelos métodos QM, o emprego de outros métodos
para simular sistemas maiores € inevitavel com os hardwares e softwares
contemporaneos. Metodologias hibridas QM/MM foram desenvolvidas para tais
sistemas complexos, em que uma pequena parte do sistema é tratada com QM,
enquanto os métodos classicos de campo de forca sdo normalmente empregados
para o resto do sistema.*® Essa combinacdo de mecénica quantica/mecanica
molecular é utilizada desde o trabalho pioneiro de Warshel e Levitt em 1976, laureados

em 2013 com o prémio Nobel em Quimica.

Existem trés aspectos essenciais a serem considerados no estudo dos
mecanismos enzimaticos por modelos QM/MM: primeiro, como se da a interagao entre
QM e as regides MM tratadas; segundo, como tratar as liga¢gdes covalentes entre os
atomos no limite QM / MM e; por fim, como calcular a energia total. E interessante
estender o modelo, na maioria das vezes, usando métodos hibridos QM /MM para

incorporar os efeitos da proteina e do solvente, pois o papel da agua pode ser crucial.

As reacgdes enzimaticas podem ser estudadas por calculos puros de QM, o que
requer que o sitio ativo seja extraido para simplificar o calculo. A abordagem QM
permite estudar os aspectos intrinsecos das reagdes enzimaticas, mas o ambiente
proteico as vezes exerce uma influéncia consideravel na reagédo. Em comparagao com
o tratamento QM puro, modelos ONIOM permitem a analise de um numero muito
maior de atomos no sistema, fornecendo assim imagens mais realistas das enzimas.

Um progresso significativo foi feito em varios aspectos técnicos do ONIOM e, portanto,
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as reagdes enzimaticas podem ser exploradas com eficiéncia e eficacia usando

modelos realistas.

Hirao e Morokuma empreenderam extensos estudos ONIOM (B3LYP:
AMBER), para obter uma compreensdo detalhada das espécies reativas de
superoéxido férrico e para elucidar como o mio-inusitol (Ml) & convertido em uma

dioxigenase denominada MIOX.4°

OH OH O~ OH
MIOX o i
ﬁl‘" O=CHQOH + H*
o H@ OH
Mio inositol D-glicoronato

Figura 2-8: Conversao do mio-inositol em glicuronato pela dioxigenase MIOX. Fonte:
Hirao 2009 4°

O potencial efetivo de carogo SDD foi usado para o Fe e o conjunto de bases
6-31G* foi empregado para os outros atomos. Para calculos no ponto, o conjunto de
base usado foi o TZVP. Os célculos ONIOM sugeriram que a espécie de superoxido
férrico tem uma geometria bem direcionada e um valor de spin S= 2. Ambos os ions
de ferro tém estados de spin alto e sdo antiferromagneticamente acoplados. A figura
2.10 mostra a mudanga na geometria do centro metalico durante o processo de

clivagem da ligacdo C-H do substrato.
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Figura 2-9: Mudanca geométrica durante a etapa de clivagem C-H catalisada pela MIOX.
Fonte: Hirao 20094°

Os caélculos do ONIOM identificaram ainda o papel essencial desempenhado
pelo ambiente de proteina em torno do sitio ativo. Quando os calculos DFT foram
empregados para um modelo truncado sem incluir o ambiente de proteina, o “cluster”
do sitio ativo entrou em colapso apds a clivagem da ligagdo O-O. Para evitar esse
colapso estrutural indesejado, o substrato MI deve ser ancorado em uma posigao
apropriada o que pode ser feito por meio de interagdes do tipo ligagao de hidrogénio
entre os grupos hidroxila do M| e os residuos circundantes, bem como a restricdo

estérica imposta pela proteina.

Os trabalhos reportados sobre as extradiol dioxigenases levantam varios
questionamentos, dentre eles: a funcdo dos residuos de aminoacidos da segunda
esfera de coordenac&o do metal; se ha formagéo de intermediario hidroperdxido Fe(lll)
e quais outros intermediarios sdo formados no mecanismo de reagdo; quais
propriedades fisico-quimicas do sitio ativo que favorecem a reacdo; durante o
mecanismo reacional se ocorre via a formagao de um intermediario epdxido, esses

pontos em aberto sdo a motivagao do trabalho com a NahC.
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2.1 Objetivos

Em relacdo aos objetivos especificos referentes aos estudos com a dioxigenase

Fe(ll)-dependente NahC, temos:

e Otimizar as estruturas e definir o estado de spin mais provavel para
diferentes espécies envolvidas na catalise.

e Determinar via calculos QM/MM, quais residuos do sitio ativo séo
importantes no mecanismo reacional.

e Determinar as espécies intermediarias na reagao e propor um

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

A partir da estrutura determinada por Eltis e colaboradores por cristalografia de
raio x e depositada no PDB, com o cédigo 2EI1, foram criados modelos simplificados
do sitio ativo, levando em consideragdo a primeira esfera de coordenagio do Fe?*
(figura 2.11). Para o modelo simplificado, considerou-se em cada calculo os estados
de spin total: singleto, tripleto e quinteto. As estruturas foram otimizadas usando o
programa ORCA®® pelo método de QM. A metodologia DFT (Density Functional
Theory) baseou-se no funcional hibrido de trés parametros de Becke com as
corregdes de gradiente fornecidas pelos funcionais de Lee, Yang e Parr B3LYP 5'e
para o ion Fe?* utilizou as fungdes de bases auxiliares def2-TZVP para otimizagao.
Restricbes de coordenadas congeladas foram aplicadas as coordenadas atdbmicas
dos atomos de carbono terminais do modelo a fim de considerar os efeitos restritivos
conformacionais do ambiente proteico. As sobreposicbes entre as estruturas
otimizadas e a depositada no PDB foram utilizadas como indicativo da correta
definigdo do estado de spin total. Utilizou-se o propka para adigdo dos hidrogénios na
estutura cristalografica, o propka € um servidor que auxilia na obtencéo e definicao
dos estados de protonagao dos residuos de aminoacidos nas proteinas em fungéo do
pH.%? A nossa escolha foi a utilizagdo de um pseudopotencial de carogo (ECP-
Effective core potencial) para o atomo de ferro. O efeito relativistico € mais importante
nos elétrons de carocgo, por isso o potencial efetivo de carogo leva em conta efeitos

relativisticos escalares.

A abordagem tedrica considerou a simplificacao do sitio ativo pela construgao
de um modelo enzimatico levando em conta a primeira esfera de coordenagao do sitio
ativo, sendo H152, H215, E266, Fe Il e 0 1,2 dihidroxinaftaleno (figura 2.11). Essa
metodologia é usualmente utilizada em trabalhos tedricos que envolvem enzimas

metalo-dependentes.3553:54
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Substrato

Figura 2-10: (A) Estrutura cristalografica da extradiol dioxigenase (B) Modelo estrutural
do sitio ativo NahC construido a partir da mesma enzima (PDB 2EI1). Fonte:o autor

Para o céalculo QM/MM utilizou-se a estrutura depositada no PDB apds adicéo
dos hidrogénios nessa estrutura, utiizando o programa  molprobity

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

ONIOM, sendo que a parte QM do calculo ONIOM foi descrita pelo mesmo nivel de
teoria B3LYP empregado no sistema modelo de “cluster” truncado e a parte MM foi
descrita com o campo de forca universal UFF. A parte QM incluiu os mesmos residuos
e moléculas de agua do sitio ativo da estrutura cristalografica. Atomos de hidrogénio

foram usados como atomos de ligacao conectando as duas partes QM e MM.


http://molprobity.biochem.duke.edu/
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2.3 Resultados e Discussao

Conforme reportado por Lipscomb e Que (2003)%°, para o mecanismo de
catalise das extradiol dioxigenases, a coordenagdo do dioxigénio produz um
intermediario ferroperdxido em ponte, seguido por um rearranjo do tipo Criegee, onde
o estado de transicdo envolve a quebra concertada das ligagbes O-O e C-C do
substrato. Ja Bugg e colaboradores (2001) sugeriram um mecanismo alternativo para
a formagao da lactona,?°:% em que o perdxido se ligaria ao catecol e ao centro metalico
Fe (II), sendo em seguida clivado heteroliticamente por um ataque nucleofilico do
sistema-1m do catecol, produzindo o epdxido, que leva a lactona. Esta segunda
proposta também é suportada por dados cristalograficos com um analogo do
substrato.®” Com isso, este trabalho fara uma andlise tedrica dos intermediarios

reacionais do ciclo de catalise da NahC.

A abordagem tedrica considerou a simplificagdo do sitio ativo pela constru¢ao
de um modelo enzimatico levando em conta a primeira e a segunda esfera de
coordenagdo do Fe?* no sitio ativo. Essa metodologia é usualmente utilizada em

trabalhos tedricos que envolvem enzimas metalo-dependentes.33.3734

A estrutura depositada no PDB com o cédigo 2EI1 foi utilizada para criar
modelos truncados do sitio ativo, que levam em consideragao a primeira esfera de
coordenacgdo do Fe?*. O sitio ativo é constituido por uma triade de aminoacidos, a
saber, duas histidinas e um carboxilato, coordenados ao ion metalico além do
substrato. O modelo considera a estrutura do substrato ligado pois, conforme
reportado anteriormente, promove a ativagao da inser¢ao do dioxigénio, gerando um
intermediario  superoxido.®® Além disso, o modelo apresenta geometria
pentacoordenada,®® podendo apresentar trés possibilidades de spin total: singleto,

tripleto e quinteto.

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

bidentada ao ferro (Il). Isso ocorre pois o complexo enzima-substrato tem sua carga
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estabilizada pelo centro ferro (IlI) e ligantes de carboxilato e catecolato carregados
negativamente.®’ Além disso, evidéncias espectroscdpicas indicam que a ligagdo do
substrato se da na forma monoanibnica. Estudos com técnicas de espectroscopia
Raman indicam que um préton permanece no catecol coordenado ao Fe (11)?, o que

justifica essa escolha nos modelos do substrato na forma monoaniénica.

As sobreposic¢des entre as estruturas otimizadas e a depositada no PDB foram
utilizadas como indicativo da correta definicdo do estado de spin total (Figura 2.12). A
melhor sobreposi¢ao 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 ligagdo metal-ligante e foi a estrutura com a menor AE.

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

Os calculos das estruturas com o oxigénio molecular coordenado ao ion ferro
(I) foram feitos levando em conta o acoplamento do estado singleto do Fe (ll) com o
estado tripleto do dioxigénio. Esse tipo de combinacao resulta em estados de spin
total septeto, quinteto ou tripleto. O resultado da sobreposicdo das estruturas
otimizadas com o dado cristalografico ndo foi coerente com o obtido anteriormente

para o estado singleto. Entretanto, dentre os trés estados de spin total, o estado
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tripleto foi o que melhor sobrepds ao dado cristalografico, conforme visto na figura
2.12.

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

A sobreposigéo das estruturas otimizadas com o dado obtido por cristalografia,
mostrou que o melhor resultado obtido com a insergao do oxigénio molecular indica
que a reacgao passa espécie no estado tripleto. Tal observagao difere do dado obtido
para a salicilato dioxigenase (SDO) de Pseudaminobacter salicylatoxidans, que
envolve o estado quinteto.?° Isso pode ser devido ao fato dessa SDO clivar o substrato
na ligacao intradiol, enquanto a NahC o faz na ligagéo extradiol.®' Essa mudancga de
posicao de quebra de ligagao pode estar relacionada ao estado de spin diferente para
essa espécie. O substrato com oxigénio inserido, possui spin tripleto, conforme

observado por Tiwary e colaboradores.237

A sobreposigdo dos dados do cluster com a estrutura cristalografica mostrou
um valor de RMSD de 5,78 A para o estado septeto do dominio catalitico da estrutura
com mesmo numero de atomos que o modelo, 3,52 Ae298A 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 coordenacgéo do ion
Fe2*. O calculo ONIOM tem sido reportado como a melhor escolha para uma completa
descrigéo de sistemas complexos.33 Esse tipo de técnica combinada (QM/MM) produz
um método computacional que facilita a modelagem de reagdes enzimaticas, pois,
permite associar um calculo quantico com a flexibilidade e simplicidade da mecanica

classica.424344
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O resultado obtido para o calculo ONIOM mostrou que o ion ferro (ll) apresenta
uma geometria octaédrica em que o ion metalico coordena-se aos aminoacidos H152,
H215 e E266, além de uma molécula de agua (figura 2.12). Portanto, pode-se inferir
que o sistema octaédrico leva a formagao de um complexo de spin baixo em que 0s
elétrons do ion Fe?* ocupam os orbitais t2g. Esse dado é coerente com aquele obtido
para o modelo simplificado, no qual o estado singleto é o mais favoravel. Além disso,
€ reportado que complexos de spin alto nestas enzimas nao sio observados

espectroscopicamente, sugerindo a auséncia de transi¢des do tipo T —17*60.59

Y256
H215

/

N\ /
Q Fe() (o

H152 \

Fd

H247

H200

Substrato

Figura 2-11: Otimizagao calculo ONIOM da enzima completa com o método hibrido.
ONIOM (B3LYP/:UFF) mostrando a geometria octaédrica em torno do ion ferro Il do sitio
ativo da NahC. Fonte: o autor.

O dado mostra que a molécula de agua complexada ao metal também faz uma
interacédo do tipo ligagdo de hidrogénio com o residuo de aminoacido H200,
pertencente & segunda esfera de coordenacdo. E reportado que, para essas
dioxigenases, uma histidina da segunda esfera de coordenagéao é importante para a
atividade enzimatica, pois ela sofre uma alteracdo conformacional com a inser¢ao do
oxigénio molecular. Além disso, mutagdes sitio-dirigidas na segunda esfera de
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coordenagao do ion metalico também mostraram que essa histidina participa na
estabilizagcao das espécies reacionais por interagdes coulombianas e de ligacdo de
hidrogénio, além de catalisar a transferéncia do segundo proton hidroxila do substrato,
para promover a clivagem da ligacdo O-O do intermediario alquilperoxido formado

apo6s o ataque do grupo ferroperédxido sobre o substrato

A |

Fe"” Q’ ’
P

A

substrato

H200

p—

Figura 2-12: Interagao da Histidina 200 da segunda esfera de coordenagao com a agua
presente no sitio ativo da NahC. Fonte: o autor.

A analise da estrutura com a insercdo de dioxigénio sobreposta ao dado
cristalografico sem oxigénio mostra que o residuo H200 possui uma pequena
alteracao conformacional. Além disso, a sobreposigédo das estruturas sem o oxigénio
e com a molécula de oxigénio coordenada mostrou que esse residuo é responsavel
pela estabilizagdo da molécula de agua deslocada pelo Oz2. (figura 2.15 a e b). Estudos
de mutacado desse residuo sugerem que ele desempenha um papel importante na
atividade catalitica e na transferéncia de protons.%%66 De fato, H200 tem sido apontado

como um catalisador basico-geral, que leva a um intermediario epoxido (figura 2.16).%3
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b)

Figura 2-13: a) Sobreposi¢cao entre a estrutura otimizada pelo calculo ONIOM sem o
dioxigénio (bege) com a molécula de agua 1 coordenada, e a espécie Fe-superoxido
obtida pelo calculo ONIOM (DFT/B3LYP: UFF) (Azul) com a molécula de agua 2
interagindo com a H200. b) Sobreposi¢cao entre a estrutura cristalografica (Azul) PDB:
2EI1 e a espécie Fe-superoéxido obtida pelo calculo ONIOM (Bege) (DFT/B3LYP: UFF).

Fonte: o autor.
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Figura 2-14: Interacao da Histidina 200 da segunda esfera de coordenag¢ao com a agua
deslocada, apés a insergao do dioxigénio no sitio ativo da NahC. Fonte: o autor.

Verificou-se também que o residuo de Y256 interage com o substrato. Essa
interagéo ocorre entre o hidrogénio fendlico da tirosina com um atomo de oxigénio do
substrato, favorecendo a formagao de um intermediario tetraédrico do substrato no
mecanismo reacional. Observou-se um comprimento de 1,52 A, indicando que esse
proton esta estabilizado pela interacdo com a Y256. Além disso, € reportado na
literatura que a mutacao Y257F resulta em uma consideravel diminuigdo nas
constantes cataliticas com redug¢ao de aproximadamente 100 vezes na velocidade das

etapas de ligagdo e insergao de oxigénio.%”



54

o
Fe(l)

substrato

Figura 2-15: Dados do calculo ONIOM do sitio ativo da NahC ligado ao substrato,
mostrando a interagao do residuo de Y256 com o substrato.

Substrato

Figura 2-16: Dados do calculo ONIOM do sitio ativo da NahC do intermediario
superoxido destacando a interagao do residuo de Y256 com o substrato. Fonte: o autor



55

Outro residuo importante na establizagdo do substrato € H247, que estabiliza o
sistema aromatico do substrato por interagdes de empacotamento-1r (17-stacking) no
sitio ativo e faz uma ligag&o de hidrogénio com o E266 (figura 2.19 a). No intermediario
superoxido, o substrato possui um comprimento de ligagdo de 1,57 A, indicando uma
ligacdo de hidrogénio com o E266 que, segundo a literatura, estabilizaria e manteria
o substrato na posigao correta durante o ataque do dioxigénio.®® Estudos téoricos e de
dados cristalograficos indicam que esses dois residuos de aminoacidos participam na

estabilizagéo e orientagcdo do intermediario alquilperdxido. 23:31:53

a)

W,

E266

substrato

b)

Figura 2-17: Dados do calculo ONIOM do sitio ativo da NahC ligado ao substrato. a)
Interacao do residuo de E266 com o substrato da NahC e b) interagées da H247 com o
E266 e H247 com substrato da NahC. Fonte: o autor.
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A estrutura do intermediario epodxido foi sobreposta a estrutura do dado
cristalografico, mostrando pouca alteragdo conformacional dos residuos do sitio ativo
conforme indicado na figura 2-20. Essa estrutura foi obtida a partir do intermediario
superoéxido, sendo a orientagdo da molécula de agua presente no sitio ativo crucial
para obter a espécie epodxido. Essa espécie se forma a partir de arranjos
intermediarios em que a ligagao O-O é rompida, tal que o atomo de oxigénio distal ao

metal liga-se covalentemente a porgdo adjacente ao grupo fendlico do substrato.®?

Figura 2-18:Dados do calculo ONIOM do sitio ativo da NahC do intermediario epoxido
da NahC (azul) sobreposto com o dado cristalografico da NahC (bege)PDB 2EI1 Fonte:
o autor

A espécie lactona pode ser obtida via um rearranjo de Criegee pela clivagem
da ligacdo O-0, simultaneamente a insercdo de um oxigénio no anel.
Alternativamente, a lactona pode ser obtida a partir do intermediario epdxido. Na
estrutura obtida para a lactona, observa-se a completa transferéncia do préton para o
residuo de Y246 com valores de distancia O-H de 0,98 A. Além disso, observa-se uma
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interacao com o residuo de E266, que se manteve ao longo de todas as espécies
obtidas nesse estudo, indicando que esse residuo é de importancia crucial ao

mecanismo de catalise da NahC.

a)

b)

Baseado nas observacdes da literatura e nos resultados deste trabalho, uma
proposta mecanistica para a NahC é apresentada no esquema abaixo, a qual esta de
acordo com o proposto por Kovaleva e Lipscomb.®” A reagdo inicia-se com a
coordenacgéo substrato ao centro metalico Fe (Il) do sitio ativo da enzima. Em seguida

o Oz é coordenado ao ion ferroso, deslocando uma molécula de agua. A espécie Fe-
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peréxido formada é estabilizada pelo residuo de H200, seguindo-se ataque
nucleofilico ao anel catecdlico do substrato, que leva a formagao do epdxido. Segue-
se rearranjo e consequente expansao do anel para formar a lactona de sete membros
e o0 Fe-hidroxido. Por fim, essa hidroxila coordenada ao ferro ataca nucleofilicamente
a lactona, levando a segunda inserg&o de oxigénio no substrato para render o produto

da reag&o.%8
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Esquema 2: mecanismo proposto para a oxidacdao do 1,2-dihidréxinaftaleno em 2-
hidroxicromato catalisada pela NahC. Fonte: o autor.

Varios trabalhos tedricos abordam as duas possibilidades, porém o mecanismo

em que ocorre a formacgao do epoxido é sustentado por dados cristalograficos, nos

quais tanto Bugg quanto Kovaleva utilizaram analogos do substrato, que favoreceram
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a cristalizagao do intermediario no sitio ativo da enzima.?35.5 Mesmo que o caminho
da formacao do epodxido envolva mais espécies que o da formagao direta da lactona
pelo rearranjo de Criegee, as barreiras energéticas do caminho reacional via epdxido

S30 menores.
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2.4 Conclusoes

Comparacgdes de parametros de energia relativa das estruturas otimizadas dos
modelos simplificados do sitio ativo da NahC com a primeira esfera de coordenacao
do Fe?* e suas e de sobreposi¢des 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 inser¢ao do oxigénio. O sistema simplificado ndo se mostrou eficiente
para descrever as principais interagcdes presentes no sitio ativo da enzima. A partir
desse dado inicial, verificou-se a necessidade de inser¢do da segunda esfera de

coordenacgao do metal aos dados de entrada do calculo.

O calculo ONIOM descreveu melhor o sistema e mostrou que os residuos de
histidina e tirosina, presentes na segunda esfera de coordenagcado do metal do sitio
ativo, desempenham papel importante na interagdo e ativagdo dos intermediarios
reacionais. Ademais, a formacédo do intermediario epdxido, experimentalmente
reportada na literatura, também foi prevista. Os resultados obtidos sdo consistentes
com estudos computacionais anteriores, que observaram o mesmo intermediario e
que as interagdes com residuos da segunda esfera de coordenagado sao de extrema
importancia no mecanismo de catalise das extradiol dioxigenases e na formagao do

intermediario epdxido. 5556

Este trabalho sugere fortemente que a insercao de oxigénio na reagao da NahC
nao é concertada e, portanto, um intermediario epoxido precede a formagao da

lactona no mecanismo reacional.
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3 MONOOXIGENASES FLAVODEPENDENTES

Esta classe reune enzimas que estdo amplamente distribuidas na natureza e
catalisam uma imensa variedade de reagbes quimicas, tais como hidroxilagao,
redugao, halogenagao, além de processos de reparo de DNA, emissao de luz e
sinalizagdo celular.%® Devido a essa variabilidade, ha muito interesse nessas enzimas
devido a sua notavel atividade e seletividade, o que as tornam ferramentas
promissoras para aplicagdes biocataliticas. Por exemplo, as FMO’s sdo conhecidas
por catalisar a epoxidacao de alquenos substituidos, levando a formacéao de produtos
enantiopuros, que sdo amplamente utilizados na industria farmacéutica’®. Além disso,
os FMOs séao responsaveis pela sintese de produtos naturais altamente complexos,
incluindo-se alguns medicamentos promissores para o tratamento de canceres e

infecgbes bacterianas e fungicas.”"72

As monooxigenases flavodependentes usam como cofator as flavinas, que sédo
compostos derivados da vitamina B2 (riboflavina), geralmente em sua forma derivada
dinucleotideo de flavina adenina (FAD) ou mononucleotideo de flavina (FMN). A
génese desses cofatores em sistemas bioldgicos se da numa reacado que envolve a
fosforilagdo da cadeia lateral do grupo ribitila da riboflavina em uma reagéo
dependente de trifosfato de adenosina (ATP) catalisada pela enzima flavoquinase,
produzindo o mononucleotideo de flavina (FMN). Por sua vez, a reagao entre o FMN
e 0 ATP catalisada pela FAD sintase, leva a inser¢ao de uma porgao de monofosfato
de adenosina, produzindo a flavina dinucleotideo de adenina (FAD) conforme figura
3.1.
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Figura 3-1: Sintese do FAD a partir da Riboflavina ou FMN. Fonte: o autor.

Essas flavinas possuem caracteristicas fisico-quimicas interessantes. A
denominacéao deriva do latim “flavus”, que significa amarelo. Essa coloragao amarela
esta relacionada a transig¢ao eletrénica no anel isoaloxazina em aproximadamente 450
nm.”3 O espectro de absorgéo ¢ diretamente influenciado pelas ionizagdes do anel de
isoaloxazina oxidado, cujos valores de pKa estdo fora da faixa fisioldgica. Essas
ionizagdes envolvem a protonagao na posi¢cao N(1) (pKa < 0) e a desprotonagao na
posi¢cao 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 reagdes

em sistemas bioquimicos.”
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Figura 3-2: Estados de ionizag¢ao da flavina. Fonte: o autor.

As flavinas podem receber até dois elétrons em reacgdes de oxirredugéo.” Um
dos caminhos mais empregados por FMO’s leva a formacédo de um intermediario C-
4a-hidroperoxiflavina (Esquema 3-1).76 Dependendo do estado de protonagéo, essa
espécie ativada reage com substratos nucleofilicos ou eletrofilicos, acompanhado-se

a cisdo da ligagao oxigénio-oxigénio.””

No processo de ativagdo do oxigénio pelo grupo isoaloxazina, os sistemas
enzimaticos fazem o aproveitamento produtivo do potencial reativo do flavoperédxido
na oxigenacdo do substrato. Outro provavel caminho envolve a eliminacdo de
peréxido de hidrogénio da espécie flavoperédxido para formar a flavina oxidada sem a
oxigenagao do substrato. Embora, as enzimas evitem essa eliminagdo ao bloquear o

acesso do solvente ao N5 do anel isoaloxazina.”®
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Esquema 3-1: Reducdao da flavina e a formagao do C-4a-hidroperoxiflavina e os
caminhos produtivo e improdutivo em uma monooxigenase.

O beneficio biolégico da oxigenacdo bem-sucedida do substrato é seu uso no
metabolismo ou na transducdo de sinais nos sistemas biologicos. As reagdes
improdutivas privam os organismos de um valioso metabdlito. Assim, a evolugao das
monooxigenases pode ter sido guiada por pressdo seletiva, para desenvolver
mecanismos de controle, garantindo que o processo catalitico resulte nas reagdes de

interesse.”®

As interacbes do substrato, dioxigénio e do perdxido de hidrogénio na
flavoenzima alcool vinilico oxidase foram exploradas com uso de uma abordagem
computacional. Os calculos sugeriram que o dioxigénio e o perdxido de hidrogénio
formado compartilham o mesmo caminho para entrar e sair do sitio ativo da oxidase
(figura 3-3).80
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Figura 3-3: Difusdo do dioxigénio através de tineis que convergem para a flavina reativa
onde os residuos de passagem podem operar como controle da reag¢ao da flavina com
o dioxigénio. Fonte: adaptado de Hiromoto et al.?°

Duas estratégias evoluiram para evitar as reagcdes improdutivas. O primeiro
método, requer que o substrato seja rapidamente ligado ao sitio ativo, a fim de permitir
a reducéo rapida de flavina e, por conseguinte, a catalise efetiva do substrato. Assim,
a formagédo de hidroperdoxido a partir da enzima reduzida é desencadeada pela
presenca do substrato a ser catalisado.®! Enzimas que empregam esta estratégia
aceleram a transferéncia do grupo peréxido para o substrato, evitando a eliminagao
desnecessaria de perdxido para o meio. O segundo meio consiste na rapida redugao
de flavina e subsequente formacao de flavoperdxido, independentemente da presenca
de um substrato, mas o meio protéico estabiliza efetivamente a espécie
flavoperdxido.®? Essas enzimas paralisam o ciclo catalitico, até que um substrato
competente seja encontrado, evitando novamente a formacdo de perdéxido de
hidrogénio no meio. Um exemplo, é a reacéo catalisada pela enzima fenil acetato
hidroxilase (HAPH), que mostra que a formagdo da C-4a-hidroperoxiflavina é
favorecida na auséncia do substrato, p-hidroxifenilacetato (HPA), exibindo uma
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eficiéncia catalitica da enzima kca/Km, de 1,1 x 108 M-' s'. Em contrapartida, na
presenca do substrato, o valor de kca’Km cai para 4,8 x 10* M- s em pH 7, a 4 °C.83
A eliminacdo de H202 de C-4a-peroxiflavina em HAPH na auséncia do substrato é

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

A formacgao do intermediario C-4a-peroxiflavinaformado é rapida com valores
de constantes de segunda-ordem tipicas de 10* a 106 M~'s ~'. Esse intermediario C-
4-a-hidroperoxiflavina € muito versatil e capaz de realizar reagdes quimicas diferentes,
incluindo hidroxilagdo, oxidagdo Baeyer-Villiger, sulfoxidagdo, epoxidagao,
halogenagéo, descarboxilagio oxidativa e emissao de luz. %° Qutro caminho reacional,
envolve a formagao e uso de um aduto de flavina N-(5)-peroxiflavina (Esquema 3-2),
que € a espécie que promovera a insergédo do atomo de oxigénio no substrato em vez

do C-4-a-hidroperoxiflavina. 8586



G

Reducao
i
N M. O
CLI%
N
0
A _
H* 0=0
Dioxigéniu

| |cf
C-4e hidroxiflavina

S +H*

S0H
Raa;&o
improdutiva

H205

H_\{L H:0

R
M KN \FD
Lok

-H*

67

3
: N _N. O
Ig:\\r
N NH
B

| - 02
( Hidroperoxido

R
N
sovs
HC}’

M5-peroxido

He
(:D“H

'J
IIQH
M. N, O

LI
w.
0 0

M5-oxoamdnio

|

R

N ,N \(D

= MNH

SOH § 4 H* E*

MN5-dxido

Esquema 3-2: Possiveis caminhos de ativagao do dioxigénio pela flavina via C4a em A

e via N5 em B. Fonte: O autor.
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Com relagado ao mecanismo, as monooxigenases flavodependentes dividem-se
em dois grupos. No primeiro, que inclui as classes A, B e G, as reagdes entre o
substrato, o NADH e o oxigénio séo realizadas por uma unica proteina, 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 reagdo de oxidagdo do substrato.”’ Dentre as
monoxigenases flavodependentes, existem as hidroxilases dependentes de flavina,
enzimas que oxidam compostos aromaticos. As hidroxilagdes aromaticas sao reagdes
catalisadas por membros de dois grupos de monooxigenase flavodependente
monocomponente do grupo A e monooxigenases de flavoproteina de dois

componentes do grupo D &,

As hidroxilases utilizam como agente redutor da flavina o NAD(P)H e a
hidroxilagdo ocorre nas posigdes orto ou para do substrato. O ciclo catalitico das
hidroxilases requer a formagcdo de um complexo ternario, que € composto por FAD
oxidado ligado a enzima, o substrato aromatico e NAD(P)H. Uma caracteristica
fundamental neste mecanismo € o papel desempenhado pela ligagdo do substrato e
pela protonagao/desprotonagcdo na ativagao do oxigénio. A ligagdo do substrato
favorece a reagao da flavina reduzida com o oxigénio molecular, sendo que essa

reagdo se torna 10 vezes mais lenta na auséncia do substrato.®®

Dentre a hidroxilases, ha a salicilato hidroxilase (NahG), que catalisa a reagao
de descarboxilagao do salicilato produzindo catecol. Essa enzima faz parte da via de
degradagao do naftaleno da PpG7. Essa reagao ocorre na presenga de NADH, Oz,
liberando CO2, H20 e NAD*.8% Além disso, o mecanismo proposto para a NahG e, de
forma geral, para todas as hidroxilases, ocorre via Substituicdo Eletrofilica Aromatica
(SEAr), na qual ha a inser¢gdo do oxigénio no anel aromatico do substrato e o
intermediario formado sofre uma descarboxilagdo 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, 2019.7°

As monooxigenases dependentes de flavinas exibem dinamica relacionada ao
movimento da flavina e catalise. Dados cristalograficos da NahG sugerem trés
conformacgdes distintas. Uma conformacédo aberta, que permite a interagdo do
substrato e do produto da reacdo com o solvente. Outra conformacdo denominada
fechada, em que ocorre a reagdo do dioxigénio com a flavina e a hidroxilagdo do
substrato. Essa conformagdo fechada também estabiliza a espécie C4a-
hidroperoxiflavina. No caso da terceira conformagao, denominada externa, a porgao
isoaloxazina do FAD move-se em dire¢do ao solvente, permitindo sua reducao pelo
NADH."8

A comparacéao entre as estruturas de difracdo de raios-X da apoenzima e da
holoenzima mostram que as mudangas estruturais causadas pela ligagcdo do FAD
envolvem regides afastadas do sitio de ligagdo do grupo isoaloxazina. Essa dindmica
proteica depende dos residuos conservados préximos ao sitio de ligagdo do FAD
(E38, D314 e R111) que possuem uma flexibilidade ao interagir com o FAD, conforme
figura 3-4, presentes em uma regido distante em relacdo a sua alga de ligacao
(residuos 36-51).8°
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Figura 3-4: Trés conformagdes possiveis adotadas na catalise por PHBH: aberta,
fechada e externa. Fonte: Ballou et al, 2005.7°

A diversidade e a complexidade das reacdes catalisadas pelas flavoenzimas
ativadoras do oxigénio sdo fascinantes e, mesmo apds anos da descoberta dessa
classe de enzimas, ainda se observam reag¢des novas e inesperadas. Este trabalho
busca entender qual o papel da alga do FAD na conformacéo proteica que favorece a
estabilizacdo do estado de transi¢cdo da reacgao catalisada pela NahG. A metodologia
que sera aplicada sera a truncagem do cofator, como por exemplo o uso do fosfito
como ativador de um substrato truncado na Orotidina 5' Fosfato Descarboxilase,*
esse tipo de estudo baseia-se na clivagem de ligagdes covalentes em posi¢des

especificas da molécula de maneira a conservar sua capacidade catalitica.
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3.1 Objetivos

Em relagdo aos objetivos especificos referentes aos estudos com a

monoxigenase flavodepente NahG, temos:

e Determinar o efeito do truncamento do FAD em FMN e riboflavina para a
ligacao da flavina e catalise.

e Avaliar a extensao da reacgao produtiva utilizando os cofatores truncados na
oxigenacao do salicilato via o intermediario C(4a)-hidroperoxiflavina.

e Determinar o papel ativador dos nucleotideos AMP e ADP na ligagéo e
catalise pelas flavinas truncadas.

e Avaliar como os cofatores truncados e os nucleotideos AMP e ADP afetam a
atividade do NADH.

e Determinar por mutagao sitio dirigida o papel de diferentes residuos da alga

de ligacao do FAD na atividade enzimatica.
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3.2 Metodologia

3.2.1 Expressao da 6xHis-NahG nativa e mutantes

As bactérias BL21(DE3) cédon plus contendo os plasmideos para expressao
dos genes da 6xHis-NahG nativa e de seus mutantes H110N, E38A, R111Q e D314A
da cepa bacteriana Pseudomonas putida G7 foram gentiimente cedidas pelo
Laboratorio de Biologia Estrutural BIOEST (Prof. Ronaldo Nagem) do ICB/UFMG, Belo
Horizonte/MG.®"

A Tabela 1 apresenta os valores de massa molar, antes e apos 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, disponivel em http://protcalc.sourceforge.net.

6xHis-NahG M.M. com cauda E280nm
6xHis (Da) (M em™)

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-indculo das bactérias em meio LB liquido (Luria-Bertani:
0,5% extrato de levedura, 1% peptona,1% NaCl e pH 7,0) contendo canamicina e
cloranfenicol para concentragbes de 35 e 50 ug mL-", respectivamente. O pré-indculo
foi incubado por 16 h a 37°C sob agitagdo a 200 rpm. Em seguida, preparou-se o
indculo na proporgao 1 parte de pré-inéculo para 50 partes de meio LB liquido com 35
ug.mL-' de canamicina e 50 ug mL™" de cloranfenicol. As células do indculo cresceram
a 37°C sob agitacédo 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 expressado. O
crescimento bacteriano foi monitorado em um espectrofotdmetro até a absorvancia
alcancgar 0,6 a 0,8 em 600 nm. Alcancada essa leitura, o indculo foi incubado por mais
20 minutos a 18°C sob agitagédo a 200 rpm. Em seguida, foi adicionado o indutor IPTG
(isopropil-B-D-tiogalactopiranosideo) com uma concentragdo final de 0,5 mM. A
inducao foi feita por 16 horas (overnight) a 21°C sob rotagcédo a 200 rpm. Entdo, o meio
de cultura foi centrifugado a 5.000 g por 5 min a 4°C para render aproximadamente
4,8 g de bactéria por litro de meio de cultura. O sobrenadante foi descartado e a porgéo

sélida foi utilizada imediatamente ou congelada para a lise e purificagéo proteica.

3.2.2 Purificagao por cromatografia de afinidade e exclusdao molecular

As células obtidas da centrifugacado foram ressuspendidas em tampéao de lise
(50 mM Tris-HCI pH 7,4, 1% m/v sacarose, 1% v/v Tween 20 e 1% vl/v glicerol). O
volume de tampao de lise utilizado foi na propor¢cado de 3 para 100 v/v de meio de
cultura centrifugado. Apds a ressuspencgéao, adicionou-se lisozima na concentragéo
final de 0,25% m/V e a suspensao foi mantida em banho de gelo por 30 min. Em
seguida, o material foi sonicado com amplitude de 30%, com trés ciclos de 30
segundos, em sonicador Fisher Scientific Sonic Dismembrator modelo 500. Apés a
lise, o extrato celular foi centrifugado a 10.000 g por 45 minutos a 4 °C. O

sobrenadante foi reservado e o corpo de fundo descartado.

As proximas etapas foram realizadas a 4 °C. A fragéo soluvel do lisado foi

imediatamente injetada em uma coluna de afinidade Ni** de 10 mL (Chelating
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Sepharose Fast-Flow, GE Healthcare) conectada a um sistema de cromatografia
AKTA start (GE Healthcare). Apds a inje¢cdo da amostra, a coluna foi lavada com
tampéao A (50 mL, tamp&o Tris-HCI 50 mM a pH 7,4, NaCl 500 mM, imidazol 30 mM)
e um gradiente linear foi aplicado usando tampéao A (100 mL) e tamp&o B (100 mL,
tampao Tris-HCI 50 mM a pH 7,4, NaCl 500 mM, imidazol 500 mM) com um fluxo de
1,5 mL/min. As fragbes obtidas da cromatografia de afinidade, que continham as
proteinas recombinantes, foram reunidas e imediatamente eluidas em tamp&o C (50
mM Tris-HCI pH 7,4 e 50 mM NaCl) utilizando uma coluna de dessalinizagao HiPrep ™
26/10 (GE Healthcare). A NahG obtida dessa eluigdo foi concentrada utilizando um
concentrador para centrifuga Vivaspin (faixa de corte de peso molecular de 10.000
GE Healthcare) para um volume de 2 mL, posteriormente, diluidas com glicerol 80%
resultado em uma concentragao final de 30% v/v de glicerol. As concentragdes das
proteinas foram calculadas pelo coeficiente de extingdo molar de cada enzima, de
acordo com a tabela 3-1, levando em consideragao um fator de correcéo devido a
presenca de FAD, presente na fracdo de holoenzima produzida no processo de
expressdo da enzima (aproximadamente 22%), que possui uma contribuicdo de
absorgdo de 23.000 M-' cm™' a 280 nm. Uma segunda forma de quantificagcdo para a
quantidade de FAD foi utilizado, consistiu em medi¢cdes de absorbancia de solugbes
contendo 0,1% de dodecil sulfato de sédio que desnaturou a proteina, para ambos os

meétodos, foram obtidos as mesmas concentragdes de FAD.

3.2.3 Estudos de cinética enzimatica

As reacbes catalisadas pela NahG foram acompanhadas pelo consumo de
NADH em um espectrofotdmetro Cary50. As amostras foram comportadas em cubetas
de quartzo com caminho 6ptico 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 reacao foi calculada considerando v = A[NADH]/At. A concentracao de
NADH foi determinada em diferentes comprimentos de onda: 305 nm (¢ = 2.295 M-
T.em™), 340 nm (¢ = 6.220 M*.cm") e 375 nm (¢ = 1.663 M-".cm™"). O comprimento de
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onda foi escolhido levando em conta a contribuicdo de absorgao total das espécies
em solugdo como menor do que 1,2 unidades de absorvacia. As reagdes, com um
volume total de 1 mL, foram realizadas a pH 8,5 em tampao Hepes 56 mM, EDTA 1,1
mM e NaCl suficiente para resultar numa forga ibnica de 0,21 M. Todos os reagentes,
com excecao do salicilato, foram incubados por 2 min a 25 °C antes de iniciar a reagao
pela adicao de salicilato (10 uL de uma solugao estoque 15 mM preparada no mesmo
tampao de reagdo) usando um "add-mixer”. Este procedimento elimina o evento inicial,
em que se observa o lento consumo de NADH sob baixa concentracao de flavina para

as reagdes iniciadas pela adicdo de enzima.

3.2.4 Determinagdo da quantidade de peréxido formado no meio
reacional

As concentragdes de perdxido de hidrogénio foram quantificadas em triplicata
utilizando peroxidase, uma enzima que catalisa a reagdo de aminoantipirina na
presenca de H202 e fenol para produzir antipiriiquinonimina e agua. Este produto
absorve em 505 nm no espectro de UV-Vis. Para a quantificagéo, foi utilizada uma
solugéo cuja composicao foi de peroxidase (700 unidades de enzimal/L), fenol 20 mM
e 4-aminoantipirina 5 mM em fosfato de sodio 50 mM, pH 7,2, 0,02% (v/v) azida de
sédio e BSA 0,5% (m/v) (armazenada a 4°C). Apds incubagao dessa solugdo com
H202 a 37°C por 10 minutos, a absorbancia da antipirilquinonimina foi medida a 505

nm.

A concentracdo de H20:2 produzida na solucao reacional foi quantificada com
auxilio de uma curva de calibragdo para H202, previamente padronizada por
permanganometria. Apos o preparo do padrao de H202, essa solugao foi diluida oito
vezes. A partir dessas diluicdes e com uso da solugao comercial, a 505 nm, foi gerada
uma curva de calibragao. De modo a induzir somente a formacao de H20:2, utilizou-se
benzoato como pseudosubstrato, que promove exclusivamente a formacao de

peroxido sem que ocorra a hidroxilagao do substrato pela espécie FAD-hidroperéxido.
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3.2.5 Ensaios de incubagao de FMN

As reagdes catalisadas pela NahG no ensaio de incubagao foram feitas
separadamente, em dois periodos de incubacdo, de 2 minutos e 6 dias com
concentragdes crescentes de flavinas(0-100 yuM) em um volume total de 1 mL, a pH
8,5 em tampao Hepes 56 mM, EDTA 1,1 mM e NaCl suficiente para resultar numa
forca ibnica de 0,21 M. Todos os reagentes, a excegao do salicilato, foram incubados
a 25 °C nos periodos descritos acima, antes de iniciar a reacdo pela adicdo de
salicilato (10 yL de uma solugéo estoque 15 mM preparada no mesmo tampéao de

reagao) usando um "add-mixer”.
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3.3 Resultados e discussao

3.3.1 Estudos com a truncagem do cofator FAD

A ligacédo do FAD na NahG se da em uma alga dindmica que, juntamente com
a dinamica do grupo isoaloxazina do FAD, desempenha um papel importante na
catalise dessa familia de enzimas monooxigenases. Estudos envolvendo a truncagem
do FAD possibilitam melhor entendimento de como cada porcdo do FAD exerce
influéncia nessa dindmica da alca. Além disso, para uma melhor descricao do papel
da alga, foram desenvolvidos estudos cinéticos de enzimas mutadas justamente

nessa porc¢ao de ligagao do FAD.

A truncagem de um substrato ou cofator visa desconstruir essas moléculas por
clivagem de ligagdes covalentes, formando duas ou mais partes que participam das
fungdes cataliticas (Esquema 3-4). Neste trabalho, avaliaram-se os aspectos fisico-
quimicos responsaveis pela ligagao do cofator FAD na NahG. Para tal, utilizaram-se
as versoes truncadas riboflavina e FMN na auséncia e presenca dos nucleotideos de

adenosina, AMP e ADP, que representam as porgdes excluidas do FAD.

O efeito de truncagem do FAD e de ativacao das flavinas pelos nucleotideos
de adenosina foram avaliados utilizando cinética no estado estacionario. Os dados
cinéticos em diferentes concentragdes de flavinas mostram um comportamento de
saturacdo para V/[E] (figura 3-12). A equacgao 1 foi utilizada para o ajuste nao-linear

dos dados.

v v keat™ [flavina] .
([E])0 + K 4P +[flavina] ’

[E]

quando as flavinas utilizadas como cofatores truncados possuem concentragao =0, e
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Esquema 3-4: Truncagem do cofator FAD, as linhas pontilhadas indicam as ligagoes
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 obteng¢ao da apo enzima. Todos os esforgos para
a conversdo dos 22% de holoenzima ligada ao FAD em apoenzima via dialise
exaustiva foram em vao e resultaram em uma enzima inativa. O Kkcat® corresponde a
constante catalitica determinada em excesso de flavina, quando toda a enzima
presente esta presente em sua forma holo. O valor de kcat®® relaciona com kcat de
acordo com a fragdo da holo NahG ligada ao NADH, salicilato e O2. A concentragéo
de flavina necessaria para atingir metade do valor de kcat®? € definida por Kq4®P. Para a
reacgao catalisada pela NahG em excesso de FAD, foi determinado um kcat®? de 15,9
s'. Esse valor é cerca de 4,5 vezes maior do que o determinado por Costa e

colaboradores (2019) sob as mesmas condigdes .

Duas modificagdes na purificacdo da enzima NahG s&o propostas como razéo
para esse efeito. No presente trabalho, todas as etapas de purificagcdo foram
realizadas a 4 °C em um unico dia usando apenas duas colunas cromatograficas, uma
coluna de afinidade a Ni?* para obtengdo da homogeneidade e cromatografia de
exclusdo de tamanho para troca de tampdo. O kca determinado neste trabalho
corresponde a um valor mais proximo ao de 21 s relatado para a salicilato hidroxilase
de P. putida S-1.%3

O processo de ligacdo do FAD na NahG é consistente com multietapas, que
dependem da concentracio de flavina adicionada. Em condi¢des diluidas, quando a
concentragdo de FAD foi proxima a K¢ ([FAD] = 0,4 uM), observou-se que pelo
menos 2 minutos de incubagao do cofator com a apo NahG sao requeridos para a
ligacao do cofator. A v/[E] sob tais condigbes nao difere significativamente em relagao
a 50 minutos, quando a adicdo de FMN exdégeno foi capaz de deslocar o FAD
diminuindo a velocidade de oxidagdo do NADH. No entanto, a incubagdo com FAD
por varios dias produz uma holoenzima fortemente ligada ao FAD, que nao pode ser
substituido pelo FMN. Isso foi observado previamente em outras FMOs
monocomponentes.® Essas observagdes (figura 3-5) sdo consistentes com uma

situagdo em que a ligacdo do FAD passa por um pré-equilibrio antes de ocorrer um
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estado fortemente ligado a enzima, ou seja, indicando a existéncia de pelo menos dois

estados.

8
®  Apoés 6 dias incubado com 0,4 uM de FAD
7 - ® Apos 2 minutos incubado com 0,4 UM de FAD
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Figura 3-5: Atividade enzimatica da NahG em fun¢ao da concentracio de FMN apés
incubagao com 0,4 uM de FAD na presenca de 200 uM de NADH e 120 pM 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
ligagdo do cofator na flavodoxina de Azotobacter vinelandii se da 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, esta relacionado a uma
reorganizagao conformacional dos residuos de aminoacidos envolvidos na ligagao da

flavina.94:95
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Figura 3-6:Perfis cinéticos para (a) riboflavina, (b) FMN e (c) FAD para a oxidagao
catalisada de NADH (200 uM) por NahG na presenca de salicilato (150 yM) na auséncia
e presenca de AMP e ADP a pH 8,5, 1 = 0,21 M (NaCl) e 25 °C. 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 auséncia e presenca
dos nucleotideos (figura 3-6 a), FMN na auséncia e presenga do nucleotideo (figura
3-6 b), FAD na auséncia e presenca dos nucleotideos (figura 3-6 c), foram obtidos os
valores para kca®P e Ka®P estdo mostrados na tabela 3-2. Em altas concentragdes das
flavinas, os valores de kcar® diminui de 11,7 s™' com FAD para 2,8 e 4,1 s™' com FMN
e riboflavina. Os valores sédo aparentes pois os experimentos foram realizados em
concentracdes de NADH e substrato insuficientes para causar a saturacdo da NahG.
O real valor de kcat foi calculado considerando a fragéo total de holoenzima ligada ao
NADH e ao substrato. Os termos kcp ou kep' referem as constantes de velocidade para
0s caminhos reacionais produtivo e improdutivo respectivamente (Esquema 3-5) e
foram calculados a partir de kcat € a extensao de reagao improdutiva, determinada
pela quantidade H202 formado.

Tabela 3-2: Dados cinéticos do efeito de diferentes flavinas na oxidagdo do NADH e na
descarboxilagdo oxidativa do salicilato catalisada por NahG em pH 8,5, 1 = 0,21M (NacCl)

e 25 °C. Os valores entre parénteses sao proporgoes em relacao ao FAD. Os erros sao
desvios padrao.

Favinas  xewor (G (@ @) mpedstva (00
- 0g7 039 £ 008 117 £ 03 169504 Lo o 147204 (1)
(1 (1 (1)

FMN 0,50 (2‘;11) t 05 (24?2)1 0.2 ff’g)i 05 4541 4603 (32)
S 7 069 ?2’&,3(?) t 005 ?2’(’35)i 0.1 (119'632)*0’2 17 + 1 8,502 (1,7)
Riboflavina 042 26+ 3 (67) (1éé,35)i 0.1 ?2",54)1’ 03 7741 15+0,1(10)
mgﬂj";’?i,\; 047 15+ 3(38) ?é?z)i 0.2 ng)i 0.7 3141 8,305 (1,8)
ig’;ﬂj‘;’g‘m 056  4+1(11) ?2’,37)1 0.3 (111,’47)i 08 2542 9,1+ 0,6 (1,6)

O Esquema 3-5 apresenta as possiveis espécies e vias que envolvem o
truncamento da flavina e o processo de ativagao pelos nucleotideos de adenosina. Os
valores de KqP incluem Kua € Kd', enquanto kimp € kcp representam as constantes de

velocidade para as reacdes improdutivas e produtivas, respectivamente.
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Esquema 3-5: Possiveis espécies formadas e os caminhos reacionais com a truncagem
da flavina (Flav) e a ativagdo de nucleotideos AMP e ADP (Nu).

Os valores de kcat®® e Ka?P obtidos para os sistemas com FMN e riboflavina
substituindo FAD indicam que os grupos adenosina monofosfato e adenosina difosfato
do FAD atuam na ativacao da flavina na catalise pela enzima NahG. Essas porg¢oes
atuam como ativadores ao favorecer uma conformacéao ativa da enzima. Isso ocorre
a exemplo de outras enzimas que utilizam substratos e cofatores diversos, em que
porcoes remotas desses compostos ativam o local da reacdo a medida que
conformagbes cataliticas rigidas da enzima s&o acessadas.® Um caso bem
interessante € observado para o dianion de fosfito, que ativa as rea¢des de substratos
truncados com o fosfodianion da orotidina 5'-monofofato descarboxilase (OMPDC),
triosefosfato isomerase (TIM) e glicerol fosfato desidrogenase (GPDH).®%%7 Qutro
exemplo é o fragmento ADP-ribose de NAD/NADH, os fragmentos pirofosfato e

tripolifosfato de ADP e ATP, respectivamente.%8%°

Neste trabalho, o AMP e o ADP foram usados como ativadores para as reagdes
catalisadas por NahG usando as flavinas truncadas. A presenca dos nucleotideos
adenosina monofosfato (AMP) e adenosina difosfato (ADP) em elevadas
concentracdes e variando as concentragdes das flavinas causou uma diminuicdo na
constante de ligagdo Ka®P das flavinas, conforme indicado na tabela 3-2. Para a
riboflavina, o Kq® diminuiu de 26 yM na auséncia de ativadores para 15 uyM na

presenca de 150 yM de AMP e para 4 uM na presenca de 410 yM de ADP. Para o
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FMN, o valor de Ko¢® diminuiu de 2,4 yM para 0,80 uyM pela adicado de AMP 75 uM no

sistema.

Também foi avaliado o efeito de concentragdes crescentes dos ativadores na
presencga de elevadas concentragdes de flavinas, na figura 3-7 a, AMP na presenca
de Riboflavina, FMN e FAD, e, figura 3-7 b ADP na presenca de Riboflavina e FAD,
todos os parametros obtidos sao apresentados na tabela 3-3, observou-se a ativagao
para a riboflavina e para o FMN. Nenhuma ativagdo foi observada para o FAD,
confirmando o efeito ativador dos nucleotideos de adenosina para as flavinas

truncadas.
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Figura 3-7:Perfis cinéticos para (a) AMP e (b) ADP ativando a oxida¢ao catalisada de
NADH (200 pM) por NahG na presenca de salicilato (150 uM) e as flavinas, riboflavina,
FMN e FAD, a pH 8,5, 1 = 0,21 (NaCl) e 25 °C.
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Tabela 3-3: Dados cinéticos e termodinamicos para o efeito de diferentes ativadores na
descarboxilacao oxidativa de salicilato catalisado por NahG ligado a diferentes flavinas
apH 8,5, 1=0,21 M (NaCl) e 25 °C.

Ka kcatap
Ativador (uM) (s™)
FMN 25 M +
AMP 22+6 3,0£0,2

Riboflavina 80 uM

+ AMP 13+3 1,7+ 0,1

Riboflavina 80 yM

+ ADP 45+10 3,2+0,2

A ativacao das flavinas pela presenca de AMP e ADP favorece o caminho
produtivo. Com a adicdo dos ativadores, a concentracdo de peréxido diminui como
resultado da recuperagdo 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 extensdo depende da identidade
do substrato. A contribuicdo do caminho improdutivo na oxidacdo de salicilato
mediada pelo holo enzima ligada ao FAD é de apenas 7,6% (Tabela 3-2). Para as
reagdes catalisadas mediadas por FMN e riboflavina, tém-se 45% e 77% de caminho
improdutivo, respectivamente. A adicdo de excesso de AMP (75 uM) a reagao
mediada por FMN diminui a quantidade da via improdutiva de 45%, na auséncia, para
17%, na presenca de AMP. Na reacao com riboflavina, tem-se uma diminuigéo na
extensdo do caminho improdutivo de 77% para 22% na auséncia e presenca de AMP,
respectivamente. Substituindo ADP por AMP (150 uM), um ativador mais fraco para a
catélise da riboflavina, a extensdo do caminho improdutivo aumenta de 22% para
31%. Para avaliar a eficiéncia da determinacao de H20:2 e a viabilidade do caminho
improdutivo na presenga de cada flavina, mediu-se o consumo de NADH catalisado
pela holo NahG usando benzoato, um conhecido indutor responsavel pela formacao
quantitativa de H202 a partir de NADH. Aqui, a quantidade estimada de perdxido foi
de 100 + 2% para FAD, 99 + 3% para FMN e 100 £ 3% para riboflavina.



87

Os valores de AG de ligagao obtidos para FMN é de -7,7 kcal/mol e de AMP é
de -6,7 kcal/mol sendo que a soma dessas duas contribui¢des sao de -14,4 kcal/mol,
tais valores deveriam ser proporcionais ao valor de AG para a ligagao do cofator FAD.
Contudo, o valor de AG para a ligagdo do FAD, obtido espectroscopicamente, € de
10,5 kcal/mol, indicando um maior desestabilizacdo para o cofator completo, porém
ao utilizarmos os valores da constante de ligacdo do FAD obtido por medidas
eletroquimicas, por Tu e colaboradores’®, o valor de AG para a ligagdo do FAD é de
15,4 kcal/mol mais condizente com o esperado. Essa variacdo de aproximadamente
1 kcal/mol se da por fatores de perdas entrépicas ao utilizarmos um sistema com maior

numero de componentes, no caso FMN AMP.

As estruturas de inumeras flavoproteinas foram determinadas por difracao de
raios-X. A despeito da reacdo catalisada por cada flavoproteina, as estruturas
compartilham diversas caracteristicas relacionadas as intera¢gdes no sitio de ligagao
do cofator e dos substratos e permitem um visdo detalhada de diferentes estados
conformacionais: Apo NahG com a alga de E38 a G53 em uma conformacao fechada
(PDB 6BZ5) figura 3-8 a; estados mostrando uma conformacgéo aberta para a alca
correspondente em PhzS de Pseudomonas aeruginosa (PDB 3C96), 3HB6H de
Rhodococcus jostii (PDB 4BJZ) com o grupo isoaloxazina nas posi¢des figura 3-8 (b)

"externa" e figura 3-8 (c) "interna", respectivamente.
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Figura 3-8: Flavoproteinas homodlogas mostrando os diferentes estados
conformacionais na fenda de ligagao do FAD: (aenzima Conformacgéao da al¢a de E38 a
G53 da conformacgao fechada da NahG na forma Apo (PDB 6BZ5); (b) conformagao
aberta do mesmo loop correspondente da holoenzima PhzS de Pseudomonas
aeruginosa ( PDB 3C96) (c)conformagao externa do mesmo loop da holoenzima 3HB6H
da Rhodococcus jostii (PDB 4BJZ) O salicilato (Sal) foi modelado considerando a
posicdo correspondente do 2,4-dihidroxibenzoato na estrutura cristalografica da 4-
hidroxibenzoato hidroxilase 4HBH, (PDB 1DOD).
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Ao comparar a estrutura cristalografica para a apo 6xHis-NahG (entrada PDB
6BZ5) e os homodlogos contendo o FAD ligado. A alga de E38 a G53 € encontrada em
uma conformacdo aberta na estrutura da apo 6xHis-NahG e ocupa a posicao
equivalente do FAD no estado holo, no qual a alga assume uma conformagao fechada
distinta que se dobra sobre a estrutura do FAD controlando o acesso ao substrato e o
produto reacional no sitio ativo.92101.192 E pastante plausivel que esta alca mantenha

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

Residuos polares altamente conservados estdo envolvidos na interagdo com o
FAD no estado holo: o residuo E38 liga-se de forma bidentada com cada um dos
grupos hidroxila do grupo ribosila; R111 interage com o grupo difosfato; D314 faz

ligacdes de hidrogénio com o atomo O3' do grupo ribitila.

Embora as cadeias laterais de E38 e D314 ndo mostrem nenhuma mudanca
conformacional aparente durante a catalise, a cadeia lateral de R111 oscila entre duas
posicoes diferentes e desempenha um papel importante na dinamica do grupo de
isoaloxazina. Na posigao "interna", este residuo faz ligagdes de hidrogénio com o
atomo de O2' (e possivelmente com o atomo de O4') do grupo ribitila, enquanto na
posicao "externa" interage com o grupo fosforila da adenosina espacialmente proxima
ao atomo de O2' do grupo ribitila.’® Com isso, ha uma correlagdo entre os efeitos do
truncamento na flavina e as interagcbes existentes na fenda de ligagdo do FAD na
NahG. O mais notdrio € a excisdo de pedagos maiores do FAD enfraquece a ligagao
da flavina e favorece o caminho improdutivo devido a menos interagdes entre a flavina
e a NahG. A delecao do grupo ribitol fosfato resulta na perda de interagées com os
grupos NH da estrutura principal dos residuos S18 e D314 e um aumento de 11 vezes
nos valores de K. Um truncamento mais remoto com excisdo da por¢ao adenosina
monofosfato rende FMN e resulta em um aumento de 6,1 vezes em K4°. Neste caso,
as interagdes ausentes sao as interagdes de ligagdes de hidrogénio entre os atomos
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 conformacéo "interna" prevalece.”®
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Também avaliou-se o efeito do fosfito como ativador nas reagdes com as
flavinas na auséncia e presenca de AMP e ADP. Os dados cinéticos em diferentes

concentragdes de fosfito para v/[E] mostram um comportamento de saturagao (figura

3-12).

12 L] L] L] L] L] L] - L] v L] v L] v L] v T . T
) . B [FMN]= 20uM
B [Riboflavina]= 69uM _ _
114 @ [Riboflavina]= 69uM + [AMP]= 150pM i : Em:' :%m:llmill; 7755m
10 4
*1 A& A = A
© 5 1/
m)
S 71
] /‘/‘,.*A—H——l 1

[HPi] (mM) [HPi] (mM)

Figura 3-9: Perfis cinéticos para a oxidagao do salicilato catalisada pela NahG em
concentragcées crescentes de fosfito na presenca de riboflavina 69 uM, AMP 150 uM,
NADH 200 pM e 150 uM de salicilato; FMN 20 yM, AMP 75 yuM, NADH 200 uM, 150 uM de
salicilato; na presenca de salicilato (150 uM) na auséncia e presenca de AMP e ADP a
pH 8,5, 1=0,21 M (NaCl) e 25 °C. Fonte: o autor.
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Tabela 3-4: Dados cinéticos e termodindmicos para o efeito do fosfito na
descarboxilagao oxidativa de salicilato catalisado por NahG ligado a diferentes flavinas
e nucleotideos de adenosina a pH 8,5, 1 = 0,21 M (NaCl) e 25 °C.

Ka Kcat®P

Sistema (mM) (s™)
Fosfito + FMN 0,44 *
20uM 004 0601
Fosfito + FMN
20uM + O 93102
AMP 75uM !
Fosfito +

Riboflavina soum 2 £03 5001

Riboflavina 80uM

S AMPL150 M 1503 6801

Os dados obtidos mostram que o grupo fosfito também atua como um ativador
aumentando os valores de kcat das reagdes. 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 ligagdo dos grupos
flavina e adenosina na enzima, favorecendo as conformacdes cataliticamente ativas.
Os valores de Kq para o fosfito diminuem na presenga dos nucleotideos de adenosina,

indicando que sua ligacao é favorecida pela presencga dos nucleotideos de adenosina.

Estudos cinéticos em concentracdes crescentes de NADH foram realizados
para investigar o efeito do truncamento do FAD e ativagdo pelos nucleotideos de
adenosina nos parametros de Michaelis-Menten do NADH (Figura 3-11). Para o

calculo desses parametros, utilizou-se a equacgao:

v k_F°[NADH] k_ " [NADH]

— cat cat

— = +
[E] KmFAD+[NADH] XErFaD KmFN"‘[NADH] VA ).

que leva em conta as espécies cataliticamente ativas da NahG ligada ao FAD residual
(Km FAP constante de ligagédo da enzima ao FAD e kP relacionada a atividade basal
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da enzima ligada ao FAD) da purificacdo e da enzima ligada a flavinas estudadas
neste trabalho. O valor do Ki, para a reacao catalisada pela holo NahG ligada ao FAD
e de 29 uM, ou seja, da mesma ordem de magnitude determinada em um estudo
anterior nas mesmas condig¢des (Km = 39 yM) e para a salicilato hidroxilase de P.
putida S-1, que apresentou um valor de K, de 2,6 yM sob condi¢cdes de saturagao
para salicilato, cerca de 10 vezes maior (Kn = 1,1 mM) do que na auséncia de
salicilato.'® Os valores de Kn, para NADH nas reagbes mediadas por FMN e
riboflavina s&o cerca de 7 e 10 vezes maiores em comparagdo 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 adicao de excesso de ADP, no ultimo 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 oxidagao catalisada de NADH na presenca de salicilato (150 uM) e auséncia e
presenca de AMP e ADP a pH 8,5, 1 = 0,21 (NaCl) e 25 °C.
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Tabela 3-5: Parametros de Michaelis-Menten para NADH em sua oxidagao catalisada
por NahG ligado a diferentes flavinas na presenca de salicilato (150 uM) a pH 8,5, | =
0,21 M (NaCl) e 25 °C. Os valores entre parénteses sao proporcoes em relagiao ao FAD.

Sistema XE-FAD XE-Fiv (:flrvnl) (l;c_e;;
FAD 6.5 M 0.94 ] 29211) 3 14,1(11) 0,3
FMN 50 uM 0,22 A e
WAL oz or a0 80
Riboflavina 45 uM 0,22 0,49 28(%”—;)30 5’(()2’,—’9?’8
e T SRR
e oz on e o

O forte efeito nos valores de Km com a truncagem do FAD denota a sua estreita
relagcdo com o NADH. Como tipicamente encontrado para enzimas dependentes de
NADH, a NahG exibe o motivo GxG perto do final da alga sobre o grupo isoaloxazina
(residuos E38 a G53)° e a ligagdo de FAD culmina com varias mudancgas
conformacionais e a formacdo de uma cavidade rasa para ligagdo do NADH.
Evidéncias bioquimicas indicam que a redugdo do grupo isoaloxazina ocorre na
posicao "externa", quando este € empilhado em seu lado direito com o grupo
nicotinamida do NADH. Sob este arranjo, a transferéncia de hidreto ocorre do lado
pro-R do grupo nicotinamida reduzido para a face si do atomo N5 do grupo
isoaloxazina oxidado.'%1% Como resultado da transferéncia de hidreto, a flavina
carrega uma carga negativa no atomo N1, o que muito provavelmente leva o grupo
isoaloxazina para a posi¢ao "interna", onde € estabilizado pela extremidade N-terminal
da hélice que reside o A307 na enzima NahG. A excisdo da por¢do adenosina
monofosfato do FAD para produzir FMN causa um grande aumento no K, para NADH

(7 vezes) e muito provavelmente afeta a interagdo adequada entre a alga
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compartilhada entre o NADH e a flavina.®* A recuperagao parcial da atividade perdida
pode ser realizada usando AMP em excesso (Tabela 3-5) O grupo ribitol fosfato do
FAD, enterrado na estrutura da proteina e longe do local de ligacdo do NADH,
desempenha um papel marginal no Km para o NADH em relagéo a porgao adenosina
monofosfato. A excisdo do grupo fosforila do FMN rendendo a riboflavina causa um
aumento do Kn para NADH de apenas 1,4 vezes, o que coincide com o efeito da

substituicdo do ADP por AMP nas reagdes mediadas pela riboflavina.

3.3.2 Estudos cinéticos com as variantes mutantes da NahG

As fragdes obtidas da cromatografia de afinidade, que continham as proteinas

recombinantes (vide Figura 3-11).
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Figura 3-11: Cromatograma das purificagoées por exclusao molecular da NahG nativa e
mutantes utilizando a coluna Hiprep™ 26/10 desalting eluida isocraticamente a 1,5
mL/min com tampao 50 mM Tris-HCI pH 7,4, contendo NaCl 50mM. Fonte; o autor.
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Variantes da NahG nativa foram obtidas com mutacdes na alga de ligagéo do
FAD: E38A, R111Q, D314A e H110N pois conforme relatado anteriormente, esses
residuos estabelecem interagcdes importantes com o FAD e sao altamente
conservados nas monooxigenases flavodependentes. As mutagdes foram planejadas
levando em consideragao da carga e do comprimento da porgdo do residuo de
aminoacido que interage com o cofator FAD. No caso, avaliamos as possiveis
interagbes: E38 liga-se aos grupos hidroxila do grupo ribosila; R111 interage com
grupo difosfato; D314 faz ligagcées de hidrogénio com o atomo O3' do grupo ribitila e
H110 localiza-se préximo da alga e sofre um forte reposicionamento com a ligagao do
FAD, estabelecendo papéis chave na interacdo enzima-FAD. Os perfis cinéticos para
cada variante ativa apresentam tendéncia a saturacao 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 ¢ para mutante H110N.

As mutagdes na alca do FAD em especial E38A, resultou em um aumento em
Km de 1,3 para 4,6 uM. Esse dado indica que o grupo ribosila do FAD, que interage
com esse residuo favorecendo a conformacdo cataliticamente ativa na NahG, a
exemplo da Rhodococcus jostii (PDB 4BJZ),"%” exerce um papel importante na ligagao
do FAD. A mutacdo D314A ndo mostrou nenhuma alteragao significativa na constante
de ligacdo do FAD indicando que, embora altamente conservado, o residuo de
aspartato (D314 na NahG; D310 na phzS; D294 na 3HB6H) tem pouco efeito sobre a
ligacédo e dindmica do FAD. Contudo, a mutagdo R111Q gerou a perda da atividade
catalitica da NahG, indicando que esse residuo tem papel crucial para a atividade,
visto que a posicao do grupo isoaloxazina entre as conformacgdes externa e interna
parece ser controlada por ligagdes de hidrogénio entre o grupo ribitol do FAD e o
residuo de arginina (R111 na NahG; R106 na phzS; R110 na 3HB6H). Para a
identificacdo das interagcdes descritas acima, se faz necessario a utilizagao de
critérios tais como a distancia doador/aceptor de ligagdo de hidrogénio e o angulo
entre C-H-O. Além disso, a distancia C-O é um dos atributos importantes para
determinar a existéncia deste tipo de interacdo e seu valor deve ser menor do que a
soma dos raios de Van der Waals do carbono e do oxigénio. Dessa forma, se o raio

de Van der Waals do atomo de oxigénio é de 1,40 A e o do atomo de carbono ligado
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covalentemente ao 4tomo de hidrogénio é de 1,85 A, a distancia C-O deve ser menor
do que 3,25 A para observar uma interacdo do tipo ligacdo de hidrogénio’®. A
mutacao da histidina na posicdo 110 n&o alterou a Km do FAD sendo essa posi¢cao
sensivel somente a ligacdo do substrato, pois o valor de Km do substrato foi alterado
de 39 UM para 47 pM.

a) 7 T T T T T T T T T T T T T T T T T T
6 - -
5 [1 ] - ]
n
‘T:; 4 - ) b b
=
>3 7 i
2 - - -
14 - -
0 L] L] L] L] L] LI L] L] L] L] L] T T T T T T T
0 T20—HOG0SOT100TT20" 00T 200 T300T 3000 TS t0 TS 2O 2530350 T
3,54 .. - -
b) [Salicilato] &uM - [NADH] (pM) d [FAD] (uM)

0,0

T T T T T T T T T T T
0 100 200 300 400 500 50 100 150 200 250 300350 2 4 6 8 10 12 14 16

a0 . [Sz:lici!ato! (ull\’[) . . [.NA?H]. (ul:’[) — . .[FA.D] EuNI.) .
C) 3.5 4
3.0 4 -
— 2.5 -
;% 2.0 -
E. 15 =
10
0.5 = o

Figura 3-12: Velocidade de reacao em fun¢ao da concentragao de acido salicilico, FAD
e NADH para reagcao de conversao de salicilato em catecol catalisada pelas variantes
da NahG (a) E38A, b) D314A, c) H110N em pH 8,5 e 25 °C.
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Tabela 3-6: Parametros cinéticos para o acido salicilico, FAD e NADH na reagao de
conversao de salicilato em catecol catalisada pelas variantes da NahG Nativa, E38A,
D314A e H110Nem pH 8,5 e 25°C

. P
NanG S Ko (M) Knul) (o9
Nativa 28+3 39+3 0,39+0,08 11,7+0,3
E38A 48 £ 2 234 £ 4 46 +0,5 74+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 - ndo houve atividade - -

A variante da NahG E38A tem um valor de Km para o NADH de 234 yM um
aumento de oito vezes em relagao a nativa, isso indica que a interagao desse residuo
com a porcgao ribosila do FAD influéncia na ligacdo do NADH. Essa observagao
corrobora os dados obtidos para os cofatores truncados, pois a adicdo da porcdo AMP
e ADP para a riboflavina causou a diminuigdo do valor de Km, da mesma forma,
observou-se a diminuigcido nos valores do FMN com a adicdo do AMP. Entretanto, para
a variante D314A nao houve uma variagao significativa do valor de Km do NADH,
aumentando de 29 pM para a enzima nativa para 45 yM na variante, indicando a
menor influéncia desse residuo na ligagdo da alca 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 residuo de arginina desempenha
papel crucial na ligacdo do FAD na enzima NahG, outra hipétese é que ele pode

influenciar na formagao do correto formato da alga da enzima que se liga ao FAD.
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3.4 Conclusoes

A ligacado de flavina e a catalise na maioria dos FMOs monocomponente
dependem de eventos altamente dindmicos. O truncamento do FAD em FMN e
riboflavina enfraquece a ligacdo e a capacidade da enzima NahG de promover
produtivamente a oxigenacao do salicilato via o intermediario C(4a)-hidroperoxiflavina.
A adicao dos nucleotideos AMP e ADP a reagao com as flavinas truncadas promove
remotamente a capacidade de ligagdo da enzima a flavina, a extensao e a velocidade
do caminho acoplado chegam a niveis comparaveis a reagao usando FAD. Isso ocorre
mediante uma barreira entropica para a ligagéo de FAD, que é aparentemente menor
em comparagao com a ligagao de suas partes componentes individuais. O grupo ribitol
fosfato do FAD auxilia na ligagao de a outras partes do FAD. No entanto, essa porgao
tem pequena influéncia 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 proteina,'1.10°
enquanto o grupo adenosina monofosfato esta posicionado lateralmente em relagéo

ao grupo adenosina monofosfato do NAD(P)H.

Os experimentos de mutagénese indicaram que E38 tem influéncia na ligagao
do NADH, indicando ser um residuo importante na alga de ligacdo do FAD e
imprescindivel para a interagdo do NADH. Além disso, o residuo de R111 também é

imprescindivel para a atividade enzimatica.

Este trabalho apresenta um novo campo de aplicabilidades de flavoenzimas. A
adicao de nucleotideos remotos as flavinas truncadas adiciona uma nova ferramenta
para potencial a aplicacdo de FMO’s monocomponente em biocatalise e ativacdo de

flavinas modificadas quimicamente.
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4 ALDEIDO DESIDROGENASE

As enzimas da familia de aldeido desidrogenases (ALDHs) sdo ubiquas em
sistemas biologicos. Elas participam da oxidacdo de aldeidos a acidos carboxilicos,
sendo essenciais para muitos processos bioldgicos, incluindo o catabolismo de fontes
de carbono para obtengdo de energia e metabdlitos."’’As ALDHs também estao
envolvidas na inativacdo de compostos toxicos. Curiosamente, € bem conhecido que
individuos orientais apresentam a mutacdo K487E que diminui a atividade catalitica
da aldeido desidrogenase mitocondrial, resultando no acumulo de acetaldeido apds o
consumo de bebidas alcoolicas.'' As ALDHs catalisam a oxidagdo de uma vasta
gama de aldeidos aromaticos e alifaticos. Tais reagbes dependem do cofator
dinucleotideo de nicotinamida e adenina (NAD*) ou de sua forma fosforilada (NADP™).

Embora, a vasta maioria de ALDHs sejam especificas para o NAD*.'"?

As ALDHs s&o geralmente agrupadas de acordo com a sequéncia de
identidade, filogenia e caracteristicas estruturais combinadas. Contudo, o sistema de
classificagdo tem evoluido com a identificagdo de novos membros. A classificagao
inicial das ALDHs comegou no final dos anos 1980, quando apenas algumas
sequéncias de ALDHs estavam disponiveis, o que levou a sua classificacdo em trés
classes distintas, ALDH 1, 2 e 3, geralmente composta por ALDHs de humanos ou
isoenzimas de mamiferos.''® As classes 1 e 3 consistem, em ambos os casos, de
enzimas citosolicas constitutivamente expressas e induziveis, com a classe 3 sendo
expressa especificamente em tumor, estbmago e células da cérnea, enquanto a
classe 2 agrupa enzimas constitutivas da mitocéndria. Cada classe oxida uma
variedade de substratos, que podem ser derivados de uma fonte enddégena ou
exdgena, incluindo aldeidos derivados do metabolismo xenobiético.''* As Classes 1 e
2 contém principalmente enzimas promiscuas quanto ao substrato, enquanto a classe
3 contém enzimas especificas em relagdo aos substratos.’® Com um numero

crescente de sequéncias de ALDHs atualmente conhecidas, uma nova classificagao



101

com base no trabalho de Dayhoff foi adotada a partir de 1999. As proteinas com
sequéncia de identidade maior que 40% foram consideradas pertencentes a mesma
classe.'"® Dentro dessa classificagdo, a familia das ALDHs humana consiste em 19
genes supostamente funcionais codificados em localizagées cromossémicas distintas.
No entanto, pesquisas emergentes demonstram que existem significativamente mais
classes de ALDHs. Um estudo recente sobre o género Pseudomonas identificou 42

classes diferentes de ALDHs, demonstrando a diversidade dessas enzimas.!'®

O sitio ativo das ALDHSs esta localizado na base de um tunel hidrofébico, em
forma de funil. Ha um residuo de cisteina altamente conservado em todas as familias
das ALDHs, sendo consenso que ele detém um papel catalitico essencial.''” A cadeia
do residuo de cisteina se projeta para o tunel catalitico, que se estende por cada
subunidade. Além disso, o funil é identificado como um “pocket’ catalitico, onde o
aldeido forma um intermediario tetraédrico ao reagir com um residuo de cisteina para
iniciar a catdlise (Esquema 4 1)."8 Além da oxidacdo de aldeido, algumas ALDHs
possuem atividade esterase. Essas enzimas utilizam os mesmos residuos do sitio
ativo para realizar esta fungdo, sem a necessidade de uso do cofator NAD(P).""?
Interessantemente, a chamada “pseudoenzima” humana ALDH16 ndo possui este
residuo de cisteina catalitico, o que resulta na auséncia de atividade catalitica, sendo

considerada uma proteina de ligag&o.'"®

A partir de analises de sequéncias de aminoacidos e dados cristalograficos,
verificou-se que dois residuos, uma cisteina e um glutamato, sdo altamente
conservados em ALDHs.'?0 Com base nessas informacdes, propds-se um mecanismo
de reacdo para as ALDHs (Esquema 4.1). O grupo tiol da cisteina em sua forma
anidnica ataca nucleofilicamente o atomo de carbono carbonilico do aldeido formando
um intermediario hemitioacetal (I), que transfere um hidreto para o NAD(P)*(ll),
formando um intermediario tioacilenzima e NAD(P)H (lll). O residuo de glutamato
altamente conservado ativa por meio de catélise basica-geral, uma molécula de agua
nucleofilica na etapa de desacilagao (IV), produzindo o produto acido carboxilico € o
residuo de cisteina nucleofilico regenerado (V)8
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Esquema 4-1: Mecanismo proposto para as enzimas da superfamilia das ALDHs. Fonte:
adaptado de Coitinho et al, 2016.""

As ALDHs apresentam uma estrutura caracteristica composta por seis fitas
beta, associadas a quatro hélices alfa, conforme destacado na figura 4-1. Essas
regides foram observadas pela primeira vez por Rossmann e colaboradores, sendo
atualmente denominada como enovelamento de Rossmann. Os autores concluiram

que essa regido é responsavel por ligar-se ao NAD(P)* 121112
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Figura 4-1: Representacao esquematica do enovelamento de Rossmann: uma repeticao
consecutiva de por¢coes compreendendo diversas fitas-B (em amarelo), uma alga de
conexao (verde) e hélices-a (laranja). As fitas-§ formam um ntcleo de fitas na ordem 3-
2-1-4-5-6. A dobra de Rossmann compreende duas repeticdbes consecutivas, cada uma
compreendendo de fitas-B (3-2-1 e 4-5-6) e duas hélices-a. Fonte: Laurino et al, 2016.'%8

Na ligacdo NAD*, a por¢ao adenina do cofator se conserva através de ALDHs
numa conformagéo fixa, sem movimento durante a catalise. Em contrapartida, a
porcao nicotinamida parece ser flexivel, contribuindo para conformagdes variaveis em
todos os membros da superfamilia de ALDHs (Figura 4.2). O movimento da
nicotinamida dentro e fora do sitio ativo durante a catdlise ocorre em um local

conservado e importante no mecanismo de ALDHs.

Tanto na estrutura ALDH1 como na ALDHZ2, a adenosina forma ligagdes de
hidrogénio com os residuos de K192, E195 e 1166. A sequéncia especifica de
aminoacidos, G1XG2XXG3, que se curva ao final da primeira fita-p, interage com a

adenosina da molécula NAD*.'".122 A porgdo de nicotinamida do cofator,
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aparentemente demonstra uma desordem discreta durante a ligagédo que leva a um
numero de conformacgdes do cofator. Na ALDH2 bovina e ALDH3 de rato a ligagao do
anel de nicotinamida difere da ALDH1 de ovelha.'?® Em duas conformacgbes da
nicotinamida foram observadas diferencas especificas entre a ALDH1 e ALDH2 de
mais de 5 A na interacdo da nicotinamida (Figura 4-2). Além disso, os mesmos
residuos de aminoacidos, Q349, E399 e F401, conferem a estabilizacdo da porgéo de
nicotinamida tanto em ALDH1 quanto na ALDHZ2, no entanto, fazem-no de uma forma

muito diferente.

A flexibilidade da nicotinamida também é auxiliada pela fraca ligagéo da por¢ao
pirofosfato nas ALDHs. Em contraste com outras desidrogenases dependentes de
NAD*, existem poucas interagdes entre os grupos fosforila negativos e os residuos da
proteina, especialmente devido a falta de lisinas ou argininas na regido de ligacao do
cofator. Em vez disso, as interagdes ocorrem com um pedaco de forte potencial
eletrostatico negativo de uma regido conservada nas enzimas ALDH1 e ALDH2
proximo a ligagcao de fosfato. Essas interagdes agem como uma junta esférica,
conferindo flexibilidade dentro do sistema. O entendimento de como ocorre a
flexibilidade da nicotinamida esta relacionado a desprotonagédo mediada pela agua
usando E268 durante a catalise. Especificamente, durante a etapa de transferéncia
de hidreto, a cadeia lateral de E268 deve ser posicionada longe do anel de
nicotinamida do cofator. Antes que a desacilacdo do tioéster possa ocorrer, a porgao
da nicotinamida deve pelo menos sair metade do sitio ativo para gerar espaco para a
molécula de agua se posicionar perto do carbono do intermediario tioéster. A
flexibilidade do residuo de E268 e do anel de nicotinamida sdo fundamentais para a
acdo adequada da ALDH.'%3
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N

Figura 4-2: Diferentes conformag¢oes da porgao da nicotinamida e a orientagao 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 sobreposicao
com NAD* em amarelo e azul, respectivamente. As medicoes demonstram um
deslocamento aproximado de 5 A da porgio nicotinamida. Os principais residuos de
ligagdo do cofator sido destacados em vermelho. Fonte: Adaptado de Moore et al
1998.177

Os dados cristalograficos de um tetramero de uma ALDH revelaram que
ambos, o substrato acido retindico (REA) e o NAD*, se ligam ao sitio ativo da enzima
em mondmeros diferentes com duas conformagdes também distintas. Nos
mondmeros A e D (MonD), o substrato exibe uma conformacgao fechada com seu
grupo apontando para o residuo catalitico C314. Nos mesmos mondmeros, a por¢gao

de acido nicotinico do NAD™ é orientada na diregao do sitio ativo. Por outro lado, nos



106

mondmeros B e C (MonC), o acido retindico adota uma conformacao que indica ser a
conformacao do produto, com a cadeia isoprénica se afastando do sitio ativo em
diregao a superficie da proteina, de tal modo que toda a molécula do acido retindico
ocupa eficientemente um tunel, que fornece acesso ao substrato e liberagdo do
produto. Nesses monémeros B e C, o anel nicotinico NAD* também se afasta do sitio
ativo com uma configuragdo que aponta para a superficie da proteina (Fig. 4-3). As
conformacgdes associadas ao acido retindico e ao NAD* nao parecem ser
determinadas ou influenciadas por contatos que ocorrem entre os diferentes
mondmeros de estrutura tetramérica. Com isso, foi suposto que as duas
conformacgdes adotadas pelo substrato e cofator sdo consequéncia de interacdes

especificas com residuos conservados de ALDHs.117.124
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Figura 4-3: As duas conformagdes observadas para REA e NAD* sao acopladas
conforme indicado pelas setas, um par representando o estado fechado (no monD) e o
estado aberto (no monC) que representa a conformagao de liberagao do produto. O
residuo E280 oscila entre duas conformagoes seguindo aquelas observadas para os
ligantes. Fonte: Adaptado de Moretti et al, 20163

Por sua vez, Araujo (2015) sugere que na Nahl, a presencga de residuos com
cadeia lateral volumosa no sitio catalitico oclui a entrada de substratos aromaticos e
lineares longos.'?® A especificidade da Nahl deve-se a um fragmento de 21 residuos
de aminoacidos que nao ocorre em outras 2-hidroximuconato semialdeido
desidrogenases. Os autores concluiram que uma inser¢gao e uma mutagao de delegcéo
podem ter produzido um desvio do quadro de leitura, levando a uma mudanca drastica

nas propriedades cataliticas da Nahl.'26
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E interessante que as enzimas ALDHs da via de degradagdo do naftaleno na
PpG7 apresentam caracteristicas distintas quanto a atividade catalitica, apesar de
suas estruturas secundarias serem similares O principal ponto deste trabalho é
entender o papel da Nahl, pois a NahF exibe promiscuidade e uma maior atividade

catalitica que poderia substituir ou suplementar a agao da Nahl.

O método de estudo utilizado foi a inibi¢ao das duas enzimas ALDHs da PpG?7.
Pensando nisso, os proximos paragrafos descrevem um pouco dos aspectos tedricos
que envolvem o estudo de cinética enzimatica com o método de King e Altman.'?’
Equilibrios complexos com muitas formas de enzimas sao mais bem tratados por este
método. O método King-Altman explora a abordagem topologica. Varias formas da
enzima sao configuradas com equilibrio adequado na forma de uma figura, tomando
o cuidado que cada forma de enzima ocorra apenas uma vez em cada figura. A fragcéao
de [E¢] presente em cada forma de enzima € entdo avaliada usando esta
representacdo. Com isso, traga-se uma lista de todos os padrdes possiveis que
interconectam todas as formas da enzima, mas sem fechar um ciclo. Por exemplo,
para “n” espécies de enzimas, cada padrao deve conter n-1 setas. Uma equacéao de
particdo agora pode ser escrita para cada forma que defina a propor¢ao da enzima
nessa forma, em termos de taxa individual das constantes e concentragcbes
relevantes. Uma equagéo de particdo para qualquer forma de enzima (En) pode ser
escrito em termos de [Eo] geralmente, € dado pela equagao 2:

Dn
D1+D2 ++Dn

[En] = [Eo] (2)

onde D1 a D, sao numeradores para as respectivas formas de enzima enquanto sua
soma (Eo) € o denominador. Assim, para cada forma de enzima, ha uma expressao
que, quando dividida pela soma de todas essas expressdes, resulta na equacgao de
particio que descreve a fracdo de cada forma enzimatica presente no estado
estacionario. A funcao de particido adequada das equacdes € usada para avaliar a
evolucdo da reacao. O exemplo abaixo, mostra uma situacédo simples para aplicar o

método de King-Altman. Dado o sistema:
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k; k, ks
E+S == ES, =—= ES, =—= E+P
-k, -k, -k;

onde D1 a D, sdo numeradores para as respectivas formas de enzima enquanto sua

soma (Eg) é o denominador.

O primeiro passo é a obtencdo de um sistema que descreve todas as formas

da enzima e suas interconversoes. O resultado neste caso sera:

ES,
kS k;
ki -k,
E ks ES,
k;[P]

a seguir, desenham-se setas dos termos que afetam uma espécie, que sao calculados
em cada poligono aberto, percorrendo-se o caminho para chegar a espécie,
multiplicando-se as constantes de velocidade e as concentracbes de S e P se

aplicaveis;
Para a espécie E temos os seguintes caminhos:

NN/

-
-kI -kz kZ k3 -k1 k3

Temos:

E= 'k] -k2+ k2 k3+-k1 k3 .

Para as demais espécies temos:

LN N
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E:S1 =k3[P] kIS + -k3 'kz + k]S 'k2 .

VA NN

—_—
kg -k; kS k; k3 k;

ES, = -k; -k; + k;Sky+-ksk,
E0= E +ESI+ ESZ
EO = 'k] -k2+ k2 k3+'k1k3 +k3[P] kIS + -k3 'k2 + kIS -kz +-k1 'k3 + k]Sk2+-k3k2

Feito isso, substitui-se os valores encontrados na equac¢ao de velocidade

correspondente:
d
v =22 = ey [ES,] — —ks[E][P);

Aplicando a nog¢ao da fungao de particdo descrita acima, temos:

kika [Sl+ —ki=k3 [Pl+ kp=k3[P}y, . —ky—ka+ kyks+—k ks
= ) = (k[P (2

v=k3(

));

Agrupando os termos em fungéo de Eo, [S] e [P] temos:

kikok3[S]— —k1—k,—k3 [P] )
—kiky+koks+—kiks+ks[Plki[S]+—ks—ky+k [S]—ko+—ki—kz+kq[Slky+—ks+k,/’

szo(

Dividindo o numerador e o denominador por —k;—k,+ kyk;+ —k k; e

rearranjando, temos:

kikzks [s] —k1—ky—ks3 (7]
_ —kq1—kp+kok3+—-kqk3 —kl—k2+k2k3+—k1k3l .
v = EO < , kiko+k1—kp+kiks r —kp—k3z+—ki1—k3 +ko—k3 r >’
' —kq1—kp+kok3z+-kqk3 LS] —kq—kp+kok3z+-k1k3 L ]

por substituicbes apropriadas para os termos Vmax do substrato e produto e Km do

substrato e produto, temos:

koks | ., _ —ki—kptkpks+—kiks, p _  —ki—k;
» Bhm T ’ vmax - ’
—ky+kytks kiky+ki—ky+kiks —kyt—ky+ky

N —
vmax -
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KP _ —ki—kyt+kykz+—-kqk3 |
m — )

Com isso a expressao final é:

”fnax [s] _V1F1)1ax [P]
K3n K%

(5], Kin

1+
Ky [P]

Sendo esta equacgao acima, capaz de descrever o comportamento cinético do sistema
estudado. Essa abordagem € muito robusta e sera aplicada neste trabalho. O ponto
central dessa parte do trabalho visa o entendimento do papel dessas duas ALDHs na
via de degradagéo do naftaleno, para isso sera desenvolvido um estudo de inibigéo

das duas enzimas frente ao salicilato.
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4.1 Objetivos

Em relagdo aos objetivos especificos referentes aos estudos com as aldeido

desidrogenases da via de degradacao do naftaleno, pretende-se:

e Determinar por cinética o perfil de inibicdo das enzimas NahF e Nahl para o
salicilato

e Propor um mecanismo de inibicdo com base em dados cinéticos e estruturais.

e Alcancar um melhor entendimento do papel da NahF e Nahl na via de

degradagao de HAPs.
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4.2 Metodologia

4.21 Expressao das proteinas recombinantes NahF e Nahl de P.

putida

Bactérias E. coli BL21 Arctic Express transformadas com o vetor de
expressao pET28a(TEV) contendo o gene para nahF ou Nahl foram inoculadas em
10 mL de meio LB suplementado com gentamicina 40 ug/mL e canamicina 50 ug/mL.
Apos feita a incubagao por 16 h a 37 °C e 200 rpm, a cultura foi transferida para 2 L
de meio LB também com antibioticos gentamicina 40 ug/mL e canamicina 50ug/mL e
cultivada a 30 °C, 200 rpm, por 3 h. A expressao foi induzida pela adi¢ao de IPTG 0,5
mM e a cultura incubada a 12°C, 200 rpm, por 24h. O acompanhamento da expressao
e a verificacdo da presenca da proteina na fase soluvel ou insoluvel apds a lise foram

realizados por eletroforese em gel de poliacrilamida 12%.

As células bacterianas foram coletadas por centrifugacéo (4000g, 10 min) e
ressuspensas em 20 mL de tampao 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 trés ciclos de
congelamento e descongelamento seguidos de trés ciclos de sonicagao por 30 s em
banho de gelo a 30% de amplitude com intervalos de 30 s. Os lisados celulares foram

removidos por centrifugacao a 4 °C durante 45 min a 10.000g.

4.2.2 Purificagao das proteinas recombinantess NahF e Nahl de P. putida

A fracdo soluvel do lisado foi imediatamente injetada em uma coluna de
afinidade Ni** de 10 mL (Chelating Sepharose Fast-Flow, GE Healthcare) conectada
a um sistema de cromatografia AKTA start (GE Healthcare). Ap6s a injegdo da
amostra, a coluna foi lavada com tampao A (50 mL, tampao Tris-HCI 50 mM a pH 7,4,

NaCl 500 mM, imidazol 30 mM) e um gradiente linear foi aplicado usando tampao A
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(100 mL) e tampéao B ( 100 mL, tampao Tris-HCI 50 mM a pH 7,4, NaCl 500 mM,
imidazol 500 mM) com um fluxo de 3 mL/min (figura 5). As fragcbes obtidas da
cromatografia de afinidade, que continham as proteinas recombinantes, foram
reunidas e imediatamente eluidas em tampéo C (50 mM Tris-HCI pH 7,4 e 50 mM
NaCl), utilizando uma coluna de dessalinizagao HiPrep™ 26/10 (GE Healthcare).
Ressaltando que, em todas as etapas, a solugdo da enzima foi mantida em banho de
gelo a 4°C. As fragbes obtidas com a enzima de interesse foram reunidas e
concentradas utilizando um concentrador para centrifuga 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 concentracao final de 30% v/v de glicerol.
As concentracdes de proteina obtidas foram calculadas pelo coeficiente de extingao

molar de cada enzima a 280 nm.

4.2.3 Ensaios cinéticos de inibicao da NahF e Nahl

A atividade enzimatica da NahF (0,069 uM) foi avaliada na presenca de
concentracdes crescentes de inibidor salicilato a 25 °C com concentragdes fixas de
substrato a 50 uM e de cofator NAD* a 200 uM. As reacdes foram acompanhadas por
espectrofotometria no UV-Vis, pela formacdo de NADH que absorve a 340 nm com
um coeficiente de absortividade molar (¢£) de 6220 M-'cm'.1® A velocidade reacional
foi calculada considerando v = dC/dt. De modo a garantir condi¢des de velocidades
iniciais, somente 5% de formacao dos produtos foi considerada. Também se avaliou
a velocidade reacional com concentragdes fixas de salicilato e de cofator NAD* a 200
MM, com concentragdes crescentes de substrato. Além disso, foram obtidos dados de
velocidade com concentracdes crescentes de cofator NAD* a 200 uM e concentragdes

fixas de salicilato e de substrato, para a NahF 50 uM e para a Nahl 33 yM.

Para a Nahl, a concentracdo de enzima foi de 0,013 uM. Foram utilizados os
valores de concentracao de substrato de 33 yM e para o NAD* de 200 uM e sua
atividade foi avaliada acompanhando-se a taxa de desaparecimento do substrato 2-
hidroximuconato semialdeido em 375nm (e= 22.966 M-'cm™)'?8, na presenga de

concentracdes crescentes de inibidor salicilato a 25 °C.
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Os dados de velocidade foram tratados segundo o modelo misto de inibigédo e
os valores de Km, Vmax € as constantes que descrevem o sistema de inibicdo das
enzimas foram calculados utilizando ajustes nao-lineares com equagdes deduzidas
com o método de King-Altman. O pH foi mantido a 8,5 em cada analise pela adigéo
de 50 mM do tampéao Hepes com forga ibnica ajustada em 0,2 com a adigdo de NaCl
0,181 mM e 0,111 mM de EDTA.
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4.3 Resultados e Discussao

As enzimas NahF e Nahl possuem 33% de identidade de sequéncia e elevada
homologia estrutural (figura 4.4), apresentando as mesmas porcentagens de perfis de
estruturas secundarias, compostas por 43% de hélices-a e 20% de fitas-$3. Analise das
estruturas cristalograficas de ambas as enzimas indica uma diferenga marcante no
sitio ativo, caracterizada por uma entrada mais ocluida na Nahl em relagéo a NahF .13
Além dessa diferenca estrutural, elas também diferem na capacidade catalitica A
sensibilidade das ALDHs ao salicilato ja foram reportadas no metabolismo de
oxidagdo de alcoois em mamiferos.'?312% Além disso, foi observada a presencga de
uma molécula de salicilaldeido localizada entre as duas subunidades que compdem o
dimero da NahF, o que indica uma possivel regulagao alostérica para esta enzima.3°
Com base nesses estudos, uma avaliagao dos dados cinéticos envolvendo a inibigao
do salicilato nas ALDHs da via de degradacédo do naftaleno foram conduzidos e

obteve-se os perfis de inibicdo para as enzimas NahF e Nahl.
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Figura 4-4: :Sobreposicao das estruturas cristalograficas da Nahl (Azul) e NahF (Bege)
(PDB 4JZ6) das duas aldeido desidrogenase da via de degradacdao do naftaleno em
PpG7. A sobreposicdo possuiu um valor de RMSD de 1,65A para 350 atomos. Fonte: o
autor.

Os ensaios cinéticos foram feitos a diferentes concentracbes de inibidor,
salicilato, concentragdes fixas de enzima, substrato e cofator. As velocidades de
reagcao em fungao da concentracao de inibidor estdo apresentadas nas figuras 4.5 e
4.6. Os dados experimentais foram analisados com base no sistema de inibigdo mista.
Esse tipo de inibicdo € descrito em varios trabalhos da literatura, porém, com notagdes

diferentes para as constantes envolvidas no mecanismo.'30:131.132

A partir do sistema misto de inibi¢do, considerando que o salicilato pode se ligar
tanto no sitio ativo quanto no sitio do cofator NAD*, montaram-se os esbog¢os dos
processos de inibicdo para a NahF e para a Nahl, apresentados no Esquema 4.2a e
4.2b, respectivamente, onde a enzima livre E € inibida pelo inibidor | durante a reagao
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 formagao dos produtos. Em
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ambas, o salicilato parece ter uma possivel regulagao alostérica. Estudos cinéticos
reportam que o salicilato atua como inibidor competitivo ou nao-competitivo para
ALDHs com constantes de inibicdo na escala de milimolar."’”13 Em estudos
enzimaticos, o componente competitivo do componente de inibicdo pode ser
acentuado em sistemas com concentracbes muito altas. Em concentragcdes de
substrato perto do valor da constante de Michaelis, o peso do componente competitivo

pode nao ser observado.

a)
ksl klA/// NZB
Bl ==
5 k_4(;\\\k4 / -
EAI,
b) kgl 1Lk_6
i "‘A/ k\ZB
EI

- "7-4(;\\\k4 / k4P

Esquema 4-2: Equilibrios reacionais de inibicao mista do salicilato nas reagoées
catalisadas pelas enzimas a) NahF e b) Nahl.

As leis de velocidade para estdo reacdes foram deduzidas com auxilio do
meétodo de King-Altman. Para qualquer um dos sistemas, temos que a velocidade da

reacao € dada por:
v=N/D =7 =ks[EAB] - k[EQ[P] (1)

Sendo o numerador N dado por:
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N = n,y[P][Q] + n;[A][B] (2)
onde:
para NahF para Nahl

ny = —(k_1k_2k_3k_4k_s) (3) ny = —(k_1k_k_3k_4k_sk_¢) (5)

n, = +(kikykskyk_s) (4) n; = +(kikykskyk_sk_g) (6)

e 0 denominador D dado por:
Para NahF:

D = d,[B][P][Q] + d;[A][B][P] + d3[P][I] + d4[P][Q] + ds[B][I]
+ dg¢[B][Q] + d;[A][P] + dg[A][B] + do[I] + d40[Q] (7)
+ dy1[P] + dqz[B] + dq3[A] + dq4

Sabendo que sob condi¢des de velocidade inicial [Q] << 1 e Kic = k-s/ks, temos
que os termos d1, d4, ds € dio podem ser desprezados e os demais expressos de

acordo com a terminologia proposta por Cleland como indicado abaixo:

A1 =k k3 kaks/(ky ky ks k5 + ky ko k3 k)

dy =k1 kp k3 K5 / (kq kp k4 ko5 + k1 k k3 ko5) = 1/Ke

a3 =k1kpk3 K5/ (ki kpky ks + k1 kp k3 k5) = Ka Kup Kuq /K Kb Ko
dy = (k2 k3 k4ks+klk3zkaKks) (k1 ky kg ks + k1 kp k3 k5)

ds = kp k3 k4 ks [ (k1 k2 ka k5 + k1 k2 k3 k.5) = Koa [ Kic

de = ko k3 k4 K5 / (ky kp kg ko5 + k1 kg K3 k.5)

d7 =k kp k3 K5/ (ky kp kg k5 + k1 k2 k3 k5) = Kb Ko/ Kb Kiq

dg = (k1 k2 ka k.5 + k1 k2 k3 k.5) [ (k1 k2 k4 k-5 + k1 k2 k3 k5) =1

dg = (k.1 k.2 k4 ks + k.1 k3 k4 K5) / (k1 kp kg ks + k1 K k3 ko5) = Kia Kaon [ Kic
d10=(k1k2kaks+ k1 k3kaks) [ (kg kp kg ks + k1 kp k3 k.5)
d11=k1k2Kk3Kks5 (ki kp kg k5 + ki kp k3 k.5) = Ka Ko Ko/ Ko Ko
d12=kp k3 kg K5 [ (k1 kp kg ke + k1 kp k3 k.5) = Kana

d13 = (k1 k.2 kg k5 + k1 k3 kg K5) / (ky kp kg ke + Ky kp k3 ko5) = Kas
d14= (k1 k kyks+ ki k3 ky k5) [ (k1 kp kg k5 + k1 k2 k3 k.5) = Kin Koo
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Para Nahl:

D = d,[P][Q]lI] + d.[B][P][Q] + d3[A][P][I] + d4[A][B][P] + ds[P][I]
+ de[P][Q] + d,[B][I] + dg[B][Q] + do[A][I]
+dq1o[A][P] + d11[A][B] + dyz[I] + d13[Q] + dy4[P]

+ dys[B] + dy6[A] + dy7

8
]

Sabendo que sob condigdes de velocidade inicial [P] e [Q] << 1, Kic = k-s/ks ¢ Kiu
= k.s/ks, temos que os termos di-ds, ds, dio € di3-d14, podem ser desprezados e 0s
demais expressos de acordo com a terminologia proposta por Cleland como indicado

abaixo:

d1 =k k3 kaks ke (k) k2 kg k.5 k.6 + k1 k2 k3 k.5 k.g)
dy =kp k3 kg ks ke (ki kpky ks ke+ ki ky k3 ks k)
d3 = k1 k.3 k.3 k5 ke | (k1 k2 kg k.5 kg + k1 kp k3 k.5 k.g)

=k1 kp k3 k.5 kg / (k1 k2 kg ko5 kg + k1 ko k3 K5 K.6)
ds = k1 kp k3 ks kej(ky kp ka ks ke+ ki kp k3 ks k)
de = (k2 k3 k4 ks ke+ ki k3 kykske) (k1 ky kg ks ke+ kky k3 ks ke)
d7=ky k3 kg ks kg /(K1 k2 kg k5 ke+ ki kp k3 K5 K6)= Ko [ Kic
dg =k k3 ka ks ke (ki kp ka ks ke+ ki ko k3 ks k)
dg = (k1 k.2 kg k.5 ke + k1 k3 kg k.5 ko) ; (k1 k2 kg k.5 kg + k1 kp k3 k.5 k.6) = Kop [ K
d10= k1 k2 k3 k5 ke | (k1 k2 kg k5 kg+ k1 kp k3 k.5 k.6)
di11= (k1 kp ka ks ke + k1 kp k3 ks k) ) (k1 k2 kg ks ke+ k1 k2 k3 k5 keg)=1
d12 = (k1 k2 kykske+ k1 k3 kykske) (kykpkykske+kykpks ks ke)= KK /K
d13=(k1kpkskske+kykskygkske) (klkykykske+kky ks ks ke)
di4=k1kpk3z ks ke (k1 k2 ky ks ket ki ky k3 ks ke)
d15=kx k3 ky k5 k.6 | (k1 ko ka k.5 k.6 + k1 k2 k3 k.5 k.6) = Ko
d16 = (k1 k2 kg k.5 k.6 + k1 k3 ky k.5 k.6) / (k1 kp kg k5 kg + k1 kp k3 k.5 k6) = Ko
d17=(k1k2 ks kske+kkskykske) (ki kykykske+klkyks ks ke)= Ky K

Substituindo os termos dn nas equagdes 7 e 8 para NahF e Nahl,
respectivamente, e expressando o numerado N e demoninador D na equagao 1,

temos a expressao final para v/[E] para cada um dos sistemas:

Para NahF:
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v/[E] = K, K, oK K e [A][B]K K K, K ®)
L [A][B][P]+ —A"mB MO p)[ ] "mA [g][1]+ B MO 41 p]+[4][B]+—AmE[ ]+
Kip Kic KmpKig Kic KmpKiq K¢

K. K _pK
A B M P) 4 K g [B1+ K [A14+K 4K g

KmpKiq
Para Nahl:
kcq: [A][B]
v/[E] = - K (10)
KLA[B][1]+ KLB[A] [I]+[A][B]+MTM[I]+Km A [Bl1+K,,p [Al+K; 1K, p
v/[E] = K; K, pK K e [A][B]K K K K ; (11)
L [4][B][P]+ A B MO p| [y “mA [ g][ 1]+ B 4)[p] 4 [A][B]+—AmE[] 4
Kip Kic KmpKig K¢ KmpKiq K¢

K;,K_nK
A B 0P| K g [BI+ Ky [A]+K K

KmpKiq

A fim de obter uma equacao reduzida, podemos dividir por [B], dessa forma,

consideramos que a concentracéo de cofator constante, com isso, teremos:

k Al|[B
v/[E] = — cat[][ll - : (12)
L [ay(p)+ —AmBTm gy Kma ppyy “mBImQ |4y ()4 Kid EmB
Kip Kic KmpKiqlBl Kic KinpKiqlBI Kic [B]

Kia KmBKmQ [P]

K K
+K, ,+—2E[P|[A]+K, ,—2E
KmPKiQ[B] mAT [B] i

B]

Além disso, como consideramos velocidades iniciais, a concentracéo de P, o
salicilato produzido pela oxidagao do substrato, € muito menor do que a concentragao
do salicilato adicionado como inibidor [I], dessa maneira, podemos considerar esse

termo [P] <<[l].

_ kcq: [A][B] .
v/[E] = —— e A ———
—[A]+M I+—mA[f +M[A]+[A]+ iA “mB[4
Kip Kic KmpKiglBl Kic KinpKiqlBl K [B]

K K.
mB mB
+KmA+—[B] [A]+KiA—[B]

KmBKmQ

Podemos considerar o produto das constantes em uma unica

K pKiolB]

constante denominada a, teremos entao:
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v/[f]=———— el (1)
L [A]+ HA o[ +—mA 1]+ a [A]+[A]+—A-mE[ 1]+

iP ic ic ic
+KimatKmp [A1+K;4Kimp

rearranjando, teremos:

kca [A] "
v/[E] = —— ;] p— " ; (15)
(4] <—+Km3+“+1>+KmA<K—+ 1>+Km3(;(A—+ Kis)

K!P ic ic

Da mesma forma podemos manter o substrato A constante, ou seja, dividir a

equacao por [A], e variarmos o cofator B, e teremos a seguinte equagao:

v/[E] = = - ; (1)
L {B][p]+ —A_ME_mC (p)(y), TmA_|g][1]y “ME_MO|p) (g} iA EmB ]
Kip Kic KmpKiqlAl Kic [4] KmpKiq Kic [4]

K., K K K K
— A L P4~ B+ Ky +K g
KpnpKigla]

Fazendo as mesmas consideragdes anteriores para [P],

KnpKiglAl K, (4]
Kia _ .
£ Al Y, temos:
kca B .
v/[E] = 5 - 171 ;o (17)
E[B]+ a8[I]+E[B] [1)+[B]+8K,,g[11+£[Bl+K g +YKmp
Rearranjando, temos:
Keae [B]
El = cat ; 18
v/[E] ([B](i+i[l]+1+s)+(KmB(m+6[I]+1 +7)) (18)
Kip Kic KB
Para a Nahl temos:
kmaxca [A][B]
v/|E] = - - - ; ) (19)
—mA[B|[1]+ B[ A][1]+[A][B]+—A—B[[]+K,, 4 [B]+K g [A]+K; 4K mp

Kic Kiu ic

KmpgKmg Kia _ Kma _
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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] . (20)
K K K., K 1 ’
KL-A[I]-I— %B[A] [ /[B]+[A]+“fim]B[l]H(m A +Kmp [A] /[B]+mKi AKmp

. 1
Considerando, —K,,p como uma constante (3, podemos reescrever a

[B]
equacao:
Keqr [A] )
v/[E] = - = ;o (21)
~mA{g]4 £ 4] [0+[A1+6- {11 +K,p g +B1AI+BK

Rearranjando, temos:

Keqe [A] .
v/[E] = A (22)
[A](KL[I]+1+B)+KmA< IE—]+1)+[?#A[I] +BK;,

iu ic ic

Considerando o cofator [B] sendo a variavel e substrato constante, temos:

v/E] = T S— F @)

KL'A[B] [1]/1A]+ K%B[I]+[B]+m'7[’:]3[l]+Km Al Kmp+KiaKmp/[A]
considerando Xmi= § ¢ Xid=¢ temos:

[A] [ "

V/[E] — kcar [B] . (24)

Bl s, Kmby) , (5]+ XmB {1 r (B 4K veK

iy BT e B <l
rearranjando,

ket [B]
v/IEl = cat ; 25
/1E] [B](LLg+1+8)+K 5 ( W Metqve) (25)

Com as equacdes 15 e 18 para a NahF e as equacgbdes 22 e 25 para a Nahl,
conseguimos ajustar as curvas baseados nos valores de Km, kcat € concentragao do
inibidor obtidos via equagao de Michaelis-Menten mostras abaixo nas figuras.
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Os ajustes nao-lineares dos dados cinéticos apresentados nas figuras 4-5 e 4-

6, foram realizados com as equacgdes 2 e 3 para a NahF e Nahl, respectivamente.

Figura 4-5: Perfil de inibicido das enzimas NahF (a) e NAhI (b) em concentragoes
crescentes de salicilato. As rea¢oes foram realizadas na presencga de saliciladeido 50
MM, pH 8,5, 1=0,2 e 25°C. Fonte: o autor.

[Salicilato (mM) [Salicilato] mM
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Os valores de inibigdo para IC50 para os dados acima, indicam uma inibicao
10 vezes maior na enzima Nahl. A partir destes dados iniciais, foram realizados
ensaios cinéticos em que se variaram as quantidades de substrato e cofator em
diferentes concentragdes fixas de inibidor, a fim de se obterem dados para um melhor
detalhamento do efeito de inibigdo das enzimas s dados obtidos sao apresentados

nas figuras 4-7 a 4-10.

20 E 0mM
{e 014 mM
A 0.28 mM
16 v 0.56 mM
_0 1.15 mM
4 1.40 mM =
<124 o
(72) [ ] o
= )
=
S 8- v
4 2
<
0 < T T T T T T T T T
0 10 20 30 40 50

[Salicilaldeido] (uM)

Figura 4-6:Perfil das cinéticas obtidas para a NahF a diferentes concentragées de
inibidor e substrato, na presenca de 200 yM de NAD* em pH 8,5, 1=0,2 e 25°C. Fonte: o
autor.
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Tabela 4-1: Valores de Kn, kcat para salicilaldeido na reagao catalisada pela NahF em 200
MM de NAD" e diferentes concentragoes de salicilato em pH 8,5, 1=0,2 e 25°C. Fonte: o

autor.

[salicilato] Kcat?P Kma??  Kmb? a Kic Kia Kip
mM s pM pM mM mM mM
0 16,9+0,5 6,408 200 0 1 1 1
0,14 14,1+0,6 71 200 0,69+0,07 3,5£0,5 0,28£0,02 111
0,28 118+04 6,7+08 200 090+0,02 36+01 0,20+0,01 101
0,56 10,9+04 10x1 200 0,46+0,02 59+04 0,35£0,04 12+ 4
1,15 6,6 £0,5 14+3 200 0,24+0,05 6,2+t0,2 0,45+0,02 9+ 1
1,40 55+0,8 207 200 0,32+0,04 5,8+0,5 0,52+0,01 10+ 3

18 |® 0mM
16 L 0,28 mM
] A 0,56 mM
144 ¥ 0,75mM
¢ 1,20 mM
12 ¢
‘:‘{’, 10 ) A
r— o A
g- 8 n
S
6 -
4] ®
2] /A
1 *
0 T T T T T
0 100 200 300 400

[NAD'] (uM)

Figura 4-7: Perfil das cinéticas obtidas para a NahF a diferentes concentracdes de
inibidor e cofator, na presenca de 50 yM de salicilaldeido em pH 8,5,1=0,2 e 25°C. Fonte:

o autor.
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Tabela 4-2 Valores de K, kcat para o NAD* na reagao catalisada pela NahF na presenca
50 uM de salicialdeido e diferentes concentragoes de salicilato em pH 8,5, 1=0,2 e 25°C.
Fonte: o autor.

[salicilato] Kcat®? Kme®  Kma®® a Kic € Kip )
mM s uM uM mM mM
0 22 +1 152 6,4 0 1 0 1 0
0,28 17 £1 130 £ 6,7 081+£0,02 4102 2201 12%2 2,8+ 0,1
0,56 14 £ 1 132 10 0,75+0,03 4,6 +0,1 30,1 101 3+0,1
0,75 12,56+£0,5 124+ 10 0,90+£0,05 5,2+03 3,5£0,3 12+4 3,56+ 0,3
1,20 6,7+0,7 129 + 14 0,80+ 0,08 6,3+ 4,5+0,2 9+ 1 4,5+ 0,2
1,6
= OuM
e 28.0uM .
A 56.0uM
1,24 7
0,8

VI[E] (s)

o
H
|

0,0

T T T T T T T T T
(] 5 10 15 20 25 30
2-hidréxi-muconato semialdeido (uM)

Figura 4-8: Perfil das cinéticas obtidas para a Nahl a diferentes concentragdes de
inibidor e substrato em pH 8,5, 1=0,2 e 25°C. Fonte: o autor.
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Tabela 4-3: Valores de K, ket para 2-hidréoxi muconato semialdeido na reagao
catalisada pela Nahl em 200 uM de NAD" e diferentes concentrag¢oes de salicilato em pH

8,5, 1I=0,2 e 25°C. Fonte: o autor.

[salicilato] Kcat®P Kma B Kic Kia Kiu
mM s MM mM mM (10%) mM (10%3)
0 1,51+0,05 3,204 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 56+09 050+0,01 036+0,02 28+0,2 157
112,0 0,59+0,03 13+1 0,46+£0,03 0,42+0,06 3,2+0,3 12+ 3

2,4
= 0 uM
1 o 56uMm
2,0 -
]
[ ]
1,6 -
@
—1,2-
W,
S
0,8
0,4

o
=)

T T T T T T T T T T T
0 200 400 600 800 1000 1200
[NAD] (M)

Figura 4-9: Perfil das cinéticas obtidas para a Nahl em diferentes concentragées de
inibidor e cofator, na presencga de 33 pM de 2-hidréxi muconato semialdeido em pH 8,5,

1=0,2 e 25°C. Fonte: o autor.
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Tabela 4-4 Valores de Kn, kcat para o NAD* na reagao catalisada pela NahF na presenca
30 uM de 2-hidréxi muconato semialdeido e diferentes concentragées de salicilato em
pH 8,5, 1I=0,2 e 25°C. Fonte: o autor.

[salicilato] Kcat?P Kma o Kic € Kiu
mM s MM mM mM (10-3)
0 2,18+ 0,09 212+25 0 1 0 1

56,0 16+02 291+72 081+0,02 0,48+0,06 1,48+0,01 26+ 1

As constantes Kip para a NahF e Nahl indicam a afinidade do complexo EAI
quando o salicilato compete com o sitio de ligagdo do substrato. O menor valor ~10
vez menor de Kiu para a Nahl que para a Nahl, indica a Nahl € mais sensivel a inibigao
competitiva e impede a ligagdo de outra molécula de inibidor no sitio de ligagao do
NAD+ e vice-versa. O caso em que Kip > KiC para a NahF, pode ser uma inibicdo

predominantemente competitiva.'2°

N wp e

NahF. Além disso, os dados cinéticos em funcdo da concentracdo de NAD™ para a
Nahl indicaram um aumento nos valores de Ki € Kkcat, 0 que confirma a inibicao no sitio

de ligagao do cofator.

Dados cristalograficos da Nahl obtidos pelo grupo de pesquisa BIOEST do
professor Ronaldo Nagem do ICB, mostram o salicilato ligado tanto ao sitio de ligagao
do substrato quanto ao sitio de ligagcao do cofator. O salicilato liga-se na regiao do sitio
ativo, formado pelos residuos V287, C288, L289, F448, R450 e F456."32 A parte
aromatica do salicilato interage com os residuos hidrofobicos F456, F448, L160 e L289
(figura4.11). A porcéo polar do salicilato interage com os residuos W163 e R450. Esse
resultado sugere que o salicilato interage de forma eficaz, seja por ligacbes de
hidrogénio seja por interagdes do tipo empacotamento-1r (17 stacking) no sitio ativo.
Essas interacbes fazem com que o substrato da Nahl, um substrato que apresenta
uma cadeia linear e com somente uma ligagdo ™ em sua estrutura, seja menos
propenso a deslocar o inibidor do sitio ativo com a mesma eficiéncia, que o substrato
da NahF. Isso justifica os valores das constantes de inibicdo para a Nahl serem

maiores do que para a NahF.
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Figura 4-10: Interagdes do salicilato com os residuos de aminoacidos W163, E254, L160,
F448, L289, F456, R450 e R106 no sitio catalitico da Nahl. Fonte: o autor.

O dado cristalografico da Nahl também mostra que o salicilato interage na
regiao de ligacdo do NAD*, denominada Rossmann-like, participando no processo de
inibicao da ligagao do cofator. A interagéo especificamente se da nos residuos 1158,
Y236 e K178 (figura 4-12), responsaveis pela interagdo da enzima com a porgéo

nicotinamida do NAD*.107.127
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Figura 4-11: Imagem da interagcao do salicilato com os residuos de aminoacidos L158,
Y236, Y220 e K178 do sitio de ligagao do cofator da Nahl. Fonte: o autor.

Dados cristalograficos da NahF mostram que, no sitio de ligagdo do substrato,
o salicilaldeido esta inserido em um funil formado por varios residuos hidrofébicos, a
saber W96, F99, A103, V107, V153, L154, F274, L.278, F279, 1283, V438 e Y446.118.134
A similaridade estrutural entre o salicilaldeido e o salicilato, produto da reagéo,
favorece a interacdo do salicilato nessa regido hidrofobica. Estudos de docking
também mostram que na ALDH humana o salicilato € um inibidor que se liga na porgéo

hidrofébica do sitio ativo.33

O fato da enzima Nahl nao apresentar atividade sobre o substrato natural da
NahF indica que o organismo evoluiu para produzir estas enzimas de modo a
desempenharem fung¢des especificas e diferenciadas nas vias de degradacgéo as
quais pertencem;'3% Os dados obtidos neste trabalho mostram uma possivel regulagao
na PpG7. As diversas rotas de obtencdo de produtos na via metabdlica da PpG7
(esquema 4-5) e os dados de inibicdo para a NahF e Nahl indicam que essas enzimas
desenvolvem um papel chave no fluxo metabdlico de degradacdo do naftaleno.
Quando a Nahl é inibida, a via inferior funciona pelo atalho que nao necessita das
enzimas Nahl, NahJ e NahK, formando acido férmico. Contudo, a inibicado da Nahl e,

possivelmente, o excesso de acido férmico tornam a via inferior inviavel, sendo o
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metabolismo direcionado para outras vias: oxidacdo do gentisato e ortoclivagem do

anel aromatico do catecol (esquema 4.3).

Oxidagao do naftaleno Oxidagdo do salicilato
OH
Oxidagao do
COOH gentisado

5

NahG
Via

@(OH ortoclivagem Oxidacao
N ——
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OH
OH

T
o
x

&g
~ Vo
T =X

Via Metaclivagem
(*o
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COOH (\/o
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E\C?OOH HCO,H

:\ [e]
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ju =)

OH COOH
H
COOH coo
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NahF 0w H
H;C O
OH P
@[ CH; COOH
COOH Acetaldeido Piruvato

Esquema 4-3: Via de oxidacao de naftaleno, salicilato e catecol. Em destaque, estao as
enzimas NahF, NahG e Nahl. Fonte: adaptado de You et. al."®
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4.4 Conclusoes

O salicilato inibe fortemente a NahF e a Nahl na via de degradagé&o do naftaleno
da Pseudomonas putida G7. Os dados de inibicdo mostram que o salicilato atua como
um inibidor misto, ligando-se tanto ao sitio do cofator quanto ao sitio ativo. Esses
dados sugerem que o salicilato € uma molécula chave ao metabolismo dessa bactéria,
sendo essa inibicdo uma via que alimenta outros caminhos metabdlicos de
degradagao, para produzir moléculas com diferentes propdsitos para manutencao do

funcionamento bioldgico da PpG?7.

Uma forma de melhor se entender estes processos em estudos futuros, pode
ser a realizacdo de investigagdes de cinética, variando a concentragdo de cofator
NAD* na presenca de NahF com concentracées fixas de substrato e inibidor. Podem
ser realizados bem como experimentos a diferentes concentragcdes das enzimas,
NahF e Nahl, que poderiam vir a fornecer respostas complementares aos dados

obtidos no que diz respeito ao processo de inibicdo dessas ALDHs por salicilato.
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5 CONCLUSOES GERAIS

Os mecanismos de catalise da NahC, controle e reconhecimento molecular de
cofatores pela NahG e de inibigdo das enzimas NahF e Nahl foram explorados para
desvendar as multiplas facetas da via de degradagao biolégica do naftaleno. Os
estudos representam um novo avango no conhecimento cientifico no que tange

principalmente pontos especificos.

Este trabalho mostrou, via calculos tedricos, ndo sé a importancia do que o ion
ferro Il no sitio ativo para a ativagdo do O2, mas demonstrou a importancia dos
residuos da primeira e segunda esfera de coordenacdo do metal para a estabilizagao
e formacédo de intermediarios reacionais em um mecanismo que deve passar por

especie epoxido.

O mecanismo de ativagado do oxigénio para a NahG ocorre via um intermediario
C(4a)-hidroperoxiflavina, que tem sua estabilidade frente a agua fortemente
dependente dos grupos de nucleotideo de adenosila do FAD. Embora, o papel desses

grupos em catalise ndo seja crucial para a atividade enzimatica.

O salicilato tem um papel importante na inibicdo das enzimas NahF e Nahl,
indicando pontos de controle no metabolismo da bactéria que podem estar
relacionados a formagao de produtos por diferentes vias a partir do salicilato, uma

molécula central no metabolismo de HAPs.
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1 Introducao

Este projeto visa mapear as caracteristicas essenciais de reconhecimento molecular e
catdlise de enzimas da vida de degradacdo de hidrocarbonetos aromdticos policiclicos (HAPs) em
bactérias do género Pseudomonas. Esses compostos apresentam dois ou mais anéis benzénicos
fundidos, sendo o naftaleno um dos principais membros. Eles estdo amplamente distribuidos no
ambiente.! HAPs ocorrem naturalmente durante a combustio incompleta da matéria orginica no
carvio, diesel, madeira e vegetacdo, também sendo introduzidos no meio ambiente em
derramamentos de petréleo e seus derivados, ou ainda, por processos industriais como a liquefac@o
do carvio em alcatriio de hulha.>?

Esses compostos, por serem hidrofébicos, possuem baixa solubilidade em 4gua, sendo
considerados de dificil remo¢do do meio ambiente. O actimulo desses compostos € um problema
importante em satide publica, visto que esses hidrocarbonetos possuem toxicidade elevada nos seres
humanos, causando diversos males a satide, por exemplo, o cincer e a ma-formagdo fetal.* De fato,
os HAPs encabecam a lista da Priority List de substancias perigosas da EPA (Environmental
Protection Agency, EU.A.).}

Uma estratégia utilizada para a descontaminagdo ambiental causada por HAPs € a
biorremedia¢do, que em linhas gerais consiste em um processo de degradacdio mediada por
microrganismos que reduzem sua concentragio e toxicidade.®

Dentre os organismos capazes de promover a biorremediacdo do naftaleno destaca-se as
bactérias do género Pseudomonas sp. que contém um plasmideo capaz de codificar uma sequéncia
de enzimas que degradam o naftaleno e outros HAPs de modo eficiente.” Na Pseudomonas putida
cepa G7 (PpG7), de interesse a este projeto, sdo treze enzimas divididas em duas vias: superior e
inferior. A via superior envolve as enzimas que catalisam a conversio do naftaleno em salicilato e
a via inferior envolve as enzimas que catalisam a conversdo do salicilato em piruvato e acetil
coenzima A (Figura 1).2

Apesar da via metabdlica da PpG7 ser bem descrita, os mecanismos das reacdes catalisadas
pela maioria dessas enzimas, assim como suas estruturas tridimensionais, nao estio bem
estabelecidas, portanto, o interesse nesse campo de pesquisa € de grande relevancia. A compreensao
dos mecanismos reacionais de catalise promove uma melhorracionalizacéo para aplicacdes dessas
enzimas em bases tecnoldgicas, seja na aplicacdo das enzimas em ambientes contaminados, seja na
obtenciio de compostos de maior valor comercial por rotas simplificadas.’
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Figura 1. Via metabdlica de degradacio do naftaleno da bactéria Pseudomonas putida cepa G7
(PpG7). Em destaque, as reagOes catalisadas pelas enzimas que serdo estudadas neste projeto.

Este projeto tem como alvos de estudo quatro enzimas da via e trés focos principais: 1.
determinar o mecanismo de catdlise de 1,2-dihidroxinaftaleno dioxigenase (NahC); 2. explorar o
mecanismo de catélise de salicilato hidroxilase (NahG) com relagao ao papel dos cofatores FAD e
NADH; 3. determinar a relag@o entre salicilaldeido desidrogenase (NahF) e 2-hidroximuconato
semialdeido desidrogenase (Nahl), duas aldeidos desidrogenases da via.

A NahC pertence a classe das extradiol dioxigenases e catalisa a reacdo de conversdo do
composto 1,2-dihidroxinaftaleno em 2-hidroxi-2H-cromeno-2-carboxilato conforme mostrado na
Figura 1. Essa enzima utiliza o fon Fe** como cofator, ela ocorre em um estado octamérico conforme
estrutura resolvida e depositada no Protein Data Bank sob o cddigo 2EIl. Contudo, € importante
frisar que hd uma pequena quantidade de trabalhos envolvendo a enzima NahC. De fato, nem
mesmo um artigo reportando a metodologia de obtencdo, purificacdo e detalhes estruturais a
respeito da estrutura depositada foi publicado.

Um mecanismo foi proposto na literatura para essa classe de enzimas (Figura 2). A reacédo
ocorre via complexacdo do substrato catecélico com o cofator ferro, deslocando duas de suas
moléculas de dgua, sendo este complexo ativo para se ligar a oxigénio molecular. Em seguida,
ocorre a transferéncia de elétrons do ferro para o catecol levando a formagao de uma semiquinona-
Fe(I)-superéxido como intermediario. Esse intermedidrio reage para formar um segundo
intermedidrio ferro-alquilperoxo, que promove a migracdo de um grupo alquenila e rompimento da
ligacao O-O (rearranjo de Criegee). Desta reacido forma-se um terceiro intermedidrio, lactona
insaturada, que sofre hidrélise na tltima etapa para formar o produto da reacio.!®!! Residuos
conservados de His195, His241 e Tyr250 participam em etapas que envolvem transferéncia de
protons.
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Figura 2. Mecanismo proposto para extradiol dioxigenases, ilustrando o papel de grupos
protéicos envolvidos na catalise."!

Devido a peculiaridade da reacfio catalisada por NahC e a pobre literatura disponivel, essa
enzima torna-se um vasto campo de pesquisa, motivo que originou inseri-la nesta proposta de
trabalho, que visa a compreensdo das suas caracteristicas estruturais e de seu mecanismo de
catalise utilizando metodologias experimentais e tedricas. As questdes especificas que norteiam
esse projeto sdo:

1. Clonagem, expressdo e purificacdo da NahC? O plasmideo codificante serd construido
por técnicas de tecnologia do DNA-recombinante. Contudo, caso esta etapa nio possa
ser atingida por dificuldades inerentes ao método, utilizaremos a enzima aniloga DoxG,
que sera obtida de plasmideo j4 disponivel ao grupo;

2. Quais sdo as condicdes otimas para a atividade catalitica de NahC (ou DoxG)? Estudos
cinéticos visardo a determinacfo das constantes Km e kcat para 1,2- dihidroxinaftaleno e
oxigénio molecular;

3. Aplicar métodos teoricos para avaliar o mecanismo de catdlise de extradiol dioxigenases
da mesma familia da NahC. A metodologia teérica QM/MM sera aplicada para explorar
as etapas apresentadas na Figura 2.

As questdes expostas acima referem aos aspectos mais importantes que norteiam este projeto
referente a NahC. As respostas a estas questdes devem promover uma compreensio mais
aprofundada do mecanismo de catdlise das extradiol dioxigenases.
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No que concerne a NahG, sabe-se que esta enzima faz parte da familia das oxidorreductases
FAD-dependentes.'> A NahG catalisa a conversdo do salicilato em catecol ao custo de oxigénio
molecular e NADH. Estudos cinéticos mostram que a atividade 6tima para log kca ocorre entre os
valores de pH de 8 e 8,5. Os resultados obtidos pelo grupo permitiram a caracterizagdo do
mecanismo enzimdtico da NahG (Figura 3).
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Figura 3. Mecanismo catalise proposto para a conversao de salicilato em catecol pela enzima NahG.

3 levaram a novos

Estas observagdes, juntamente com outros estudos da literatura,
questionamentos em relacdo a funcdo dos cofatores FAD e NADH. As questdes que guiam este

projeto no que refere a tal problemética sdo:

1. A NahG possui atividade catalitica com outro cofator diferente do FAD? Para isso,
outras flavinas (riboflavina e FMN) serdo aplicadas;

2. O papel do NADH se resume a redugcdo do FAD? Estudos cinéticos mostram que o
NAD+, produto da oxidagao do NADH por FAD, permanece ligado ao complexo
enzima-substrato.'* Nosso interesse é avaliar a razdo deste comportamento;

3. Outro agente, além do NADH, pode ser utilizado na reducdo do FAD ou alternativas
podem ser aplicadas para regenerar o NADH? Visto que o cofator NADH é necessario
na reducdo do FAD, sdo necessarias alternativas para reduzir o FAD ou regenerar o
NADH utilizado. Um modo alternativo para a reducdo do FAD em flavoproteinas tem
sido a fotoreducdo, aplicada diretamente ou mediada por diversos compostos
organicos."”

As respostas as questdes acima devem auxiliar na busca pela comprova¢do do mecanismo
de catalise da NahG.
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Por fim, as ultimas duas enzimas que serdo estudadas neste projeto sdo a salicilaldeido
desidrogenase (NahF) e a 2-hidroximuconato semialdeido desidrogenase (NahI). Ambas as enzimas
fazem parte da superfamilia das aldeido desidrogenases, sio dependentes de cofator NAD" e
catalisam a oxidacdo de aldeidos para seus respectivos carboxilatos. O mecanismo de reag@o das
enzimas pertencentes A essa familia é conhecido e estd apresentado na Figura 4.'6
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Figura 4. Mecanismo proposto para enzimas da superfamilia das aldeido desidrogenases. A
numeracio dos residuos de aminoécidos refere a NahF. !¢

O fato da via de degradacdo do naftaleno utilizar duas enzimas que desempenham o mesmo
papel causou interesse do grupo, principalmente porque estudos prévios do grupo mostram que a
NahF catalisa a oxidaca@o do substrato da Nahl. Os questionamentos desta parte do projeto sdo:

1L Hd uma forma de controle que permite que a Nahl continue ativa mesmo quando a
NahF estd inibida? Inibidores comuns de enzimas em vias metabdlicas sdo seus
proprios produtos. Nosso interesse € avaliar a inibicao da NahF e Nahl por salicilato,
uma molécula central da via de degradacdo do naftaleno, e outros produtos da via;

sobre a reagdes catalisadas por NahF e Nahl. Se possivel, confrontar os dados
cristalograficos e “docking” molecular;

As respostas para as questdes levantadas neste projeto de pesquisa ajudardo na melhor
compreensdo da via de degradacdo do naftaleno e do papel de cada uma das enzimas na rota
metabdlica de biorremediacio do naftaleno.

158



2 Proposta de Trabalho

Para a enzima NahC, o projeto visa o estudo das suas caracteristicas bdsicas, bem como, um
estudo mais aprofundado sobre os mecanismos de insercdio do oxigénio molecular no substrato. A
parte prética do projeto focard principalmente em estudos cinéticos. Em relac@o a parte tedrica, o
projeto aplicard calculos de QM e QM/MM, além de “docking molecular” para avaliar a interagao
de substratos e o mecanismo reacional. As etapas especificas do projeto sdo:

1. clonagem do gene de NahC PpG7 em vetor pET, expressao da NahC-6xHis em células
competentes e purificacdo através de técnicas cromatogréficas de afinidade utilizando
resina Ni-NTA. A caracterizac@o da enzima serd feita através de eletroforese em gel,
técnicas cromatograficas e espectroscopicas;

2. medir cineticamente a conversao do substrato 1,2-dihidroxinaftaleno em 2-hidroxi-
2H-cromeno-2-carboxilato e determinar os parametros cinéticos Km e kca para o
substrato e oxigénio molecular;

3 avaliar a reacdo em diferentes pHs para determina¢io do pK, de grupos envolvidos na
catalise, no mecanismo de reac@o enzimatica por meio de um perfil de pH;

4. realizar estudos tedricos QM e QM/MM para modelar as espécies envolvidas no
mecanismo de catdlise e como sua reatividade corrobora os dados experimentais;

Para a enzima NahG, o projeto visa um estudo mais aprofundado sobre os mecanismos de
reducio do FAD por NADH e da reacdo do produto formado com oxigénio molecular. O estudo
desses mecanismos sera realizado por técnicas cinéticas e os intermedidrios e produtos serdo
identificados por técnicas espectroscopicas. As etapas serao:

1. Avaliar do uso de cofatores truncados do FAD: riboflavina, riboflavina mais AMP
(adenosina monofosfato) e riboflavina mais ADP (adenosina trifosfato);

2. Avaliar o sitio de ligacao do FAD utilizando mutacdes de sitio-dirigidas;

3. Avaliar o potencial de fotorreducdo do FAD. Isto serd importante para substituir o
NADH que é um cofator de elevado custo;

4. Estabelecer qual é aregido de ligagdo e a importancia do NADH e NAD" no mecanismo
de catalise.

No que refere a tltima parte. O projeto tem como foco estabelecer um comparativo entre as
enzimas NahF e Nahl, pertencentes a mesma familia. Essa parte do trabalho envolvera as seguintes
etapas:

1. Avaliar a possivel inibicdo das enzimas NahF e Nahl pelo salicilato, e estabelecer o
modelo cinético que rege o tipo de inibi¢ao observado para a(s)enzimag(s).

2. Comparar as constantes cinéticas obtidas da Nahl com as constantes reportadas para a
NahF, de forma a entender a funcio de cada enzima no metabolismo da Pseudomonas
putida,
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3 Metodologia

Para alcancar os objetivos propostos, os trabalhos serdo conduzidos permeando duas ireas
especificas: Fisico-Quimica Orgénica e Biologia Molecular. As principais metodologias que serdo
utilizadas siio apresentadas a seguir:

Clonagem, expressdo e purificagcdo da NahC: Os genes serdo obtidos por técnicas de
clonagem a partir do DNA de Pseudomonas putida G7 e inseridos no vetor plasmidial pET.!2 O
sucesso da clonagem serd avaliado por meio de sequenciamento genético. As proteinas serdo
expressas de modo a apresentar uma cauda com seis residuos de histidina (cauda 6xHis) e poderdao
ser purificadas por cromatografia de afinidade. A caracterizacio utilizara técnicas basicas: SDS-
PAGE, gel filtragao, espectroscopia UV-Vis, fluorescéncia, dicroismo circular e EPR.!7'8

Estudos cinéticos em diferentes pHs: As cinéticas serdo acompanhadas por espectroscopia
UV-Vis em diferentes concentracdes de substratos. Ajuste dos dados com o modelo de Michaelis-
Menten proverd os parimetros keca € Km. Os dados de logkea € log(kca/Km) em diferentes pHs
permitirdo determinar o pK, de grupos envolvidos na catilise.

Estudos de QM e QM/MM: Os célculos iniciais serdo do tipo QM com nivel de teoria DFT
e fungdo de base B3LYP com conjunto de bases auxiliares def2-TZVP. Em seguida, serdo aplicados
calculos QM/MM com nivel de teoria da camada quantica DFT B3LYP e camada classica com
campo de forca UFF. Dessa forma, pretende-se estabelecer um comparativo entre as duas técnicas
aplicadas. Os dados teéricos obtidos contribuirdo para a modelagem dos intermediarios reacionais
no mecanismo de catélise das extradiol dioxigenases.

Estudos cinéticos da NahG na presenga de riboflavina: As cinéticas serio acompanhadas por
espectroscopia UV-Vis em diferentes concentragdes de cofatores truncados. O Ajuste dos dados serdo com
o modelo de Michaelis-Menten. Os pardmetros cinéticos obtidos com a riboflavina ajudardo na melhor
interpretacdo da extensao de estabilizacdo da holoenzima.

Fotoativacdo da NahG: O sistema contendo tampao enzima, substrato e FAD serd irradiado por luz
visivel e a reacdo serd acompanhada em diferentes tempos de irradiacio por meio de técnicas
espectroscopicas. Com isso, verificar a viabilidade da fotoativagao do FAD.

Estudos cinéticos das enzimas NahF e Nahl na presenga do salicilato: As cinéticas enzimaticas
serdo acompanhadas por espectroscopia UV-Vis em diferentes concentracdes de inibidor. A possivel
alterac@o na velocidade reacional em diferentes concentragdes de inibidor indicard o tipo de inibicido que
a(s) enzima(s) sofre(m) com a presenca do salicilato.
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4 Cronograma

Semestre (48 meses)

Atividades
1(2|3/4|5|6|7|8
1. Cumprimento das matérias obrigatorias x| x| x| %
2. Pesquisa cientifica
a. Levantamento e atualizacdo bibliografica X |=| x| x| |=]| =] %
b. Clonagem, expressio e purificagio da NahC X|x | % X | X
c. Experimentos cinéticos em diferentes pHs X| X |x
d. Calculos computacionais X | x|x|x|x
e. Expressao e purificacao da NahG nativa e mutantes %
f. Estudos da NahG com cofatores analogos ao FAD X|x|x|X
g. Ensaios cinéticos como os mutantes da NahG X | x
h. Expressao e purificacdo de NahF e Nahl nativas X X
i. Ensaios cinéticos como as enzimas NahF e Nahl X | x X X
3. Exame de Qualificacio (24° més) X
4. Apresentacdo de seminario departamental (36° més) X
5. Participagdo em eventos e publicagdo de artigos cientificos X X[ x| x
6. Redaciio da tese X
X

7. Defesa da tese de doutorado (48° més)

5 Justificativa de coorientacao

O desenvolvimento deste projeto terd a coorientacdo do Prof. Willian Ricardo Rocha, docente
deste programa de Pés-Graduagdo. O Prof. Willian € especialista em estudos teéricos que modelam
sitios enzimadticos, com experiéncia e com estrutura disponivel para as etapas que envolvem os
célculos computacionais deste projeto. A contribuicdo do professor Willian no desenvolvimento

deste projeto €, portanto, imprescindivel.
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; 'Ordered Bi-Bi' mechanism with product inhibition and cofactor competitive inhibition.

3

[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

—

Enzyme Forms
E, EA, EXY, EQ, EI

Mechanism

A+ E--->EA

EA--->A+ E

B + EA ---> EXY

EXY ---> B + EA

EXY ---> P + EQ

P + EQ ---> EXY

EQ--—->Q+E

BEHERERE
AN S Q SN~

Q + E--—->EQ

X
A

I+E--->EI

EI--->I+E

BB




Stoichiometric matrix

[_[a][e][P][Q][r [E][EA|exy
][4 of o of of-1] 1
EECECEEE
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EIEEEB
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L
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Adjacency Matrix

E[l[EA |Exy |EQ [EI
E kq[A] k-4[Q] |ks[I]
EA [k k2[B]
EXY K.2 k3
E k-3[P
Q ks 3[P]
EI

K.

Rate Equation

v = N/D = d[P]/dt = + k3 [EXY]' - k.3 [P] [EQ]'

Numerator

N = +n1[PI[Q] + nz [A][B]
where

ny = - Kk ok 3k 4k s

ny = + k1k2k3k4k_5

Denominator

D = +dq [B][P][Q] + d2 [A][B][P] + d3 [PI[I] + d4 [P1[Q] + d5 [B][I]
+ dg [BI[Q] + d7 [A][P] + dg [A][B] + dg [I] + d10 [Q] + d11 [P]
+ d12 [B] + d13 [A] + di4

where
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ky k.3 kg ks
Ky ky k3 ks

K.y k. ko3 ks

Ko k.3 kgks+kykskayks
ks k3 kg ks

ky ks kg ks

Ky k.o k.3 kg

ki ko kg k.5 + ki ko k3 ks

K.i k.y kg ks + k_q ks kg ks

= k-l k_2 k_4 k_5 + k-l k3 k_4 k-S
= k-l k_z k_3 k_5

ky k3 kg K.s

= kl k_2 k4 k_5 + kl k3 k4 k_5
= k-l k_2 k4 k_5 + k-l k3 k4 k_5
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